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Resumen 
 
La espectroscopía de ablación láser (LIBS) es una técnica analítica que se basa en la 
formación de un plasma por efecto de la interacción entre un pulso láser de alta energía y la 
superficie de la muestra a analizar. El posterior análisis espectroscópico de la luz emitida por 
el plasma permite la identificación de la muestra y de los elementos mayoritarios y algunos 
elementos traza. LIBS se ha convertido en una técnica espectroscópica muy utilizada debido 
al conjunto de ventajas que presenta, siendo las más destacables su simplicidad, su velocidad 
de análisis y su alta versatilidad en cuanto a tamaño y manipulación de las muestras. Así, se 
ha demostrado su aplicabilidad a una gran variedad de muestras y campos de estudio: 
aleaciones metálicas, forense, alimentario, geoquímica, arqueología, medicina, entre otros 
muchos. 
  El objetivo principal de esta tesis es el desarrollo de una metodología analítica basada 
en LIBS para el estudio de muestras geológicas, biológicas y zoo-arqueológicas. El desarrollo 
de la presente tesis está motivado a dilucidar la variabilidad climática, estrechamente 
relacionada con la estacionalidad y los procesos arqueológicos. Por ello, durante el desarrollo 
de esta tesis se han realizado diversos estudios basados en la espectroscopía de ablación láser 
para la optimización del análisis de muestras de tejido de origen zoo-arqueológico, tanto 
tejido blando como óseo.  De esta manera este objetivo general contiene otros objetivos 
específicos, como la obtención de relaciones elementales (Mg/Ca, Sr/Ca) mediante la técnica 
LIBS para la búsqueda de patrones de variabilidad paleoclimática en espeleotemas según la 
estratigrafía interanual. Se ha realizado la formación de imágenes multielementales de 
megapíxeles por LIBS para el análisis de espeleotemas y el estudio de la dinámica del plasma 
por LIBS para la optimización de las medidas y mayor comprensión de las muestras. Por ello, 
también se han utilizado otras técnicas de análisis, como SEM-EDX (microscopía electrónica 
de barrido y microanálisis por dispersión de energía rayos-X), para el estudio de la 
morfología de la superficie de la muestra. Dentro del campo de la arqueología se han 
realizado estudios de reagrupamientos de huesos de ciervo actuales y fósiles para el estudio 
de yacimientos mediante LIBS y métodos quimiométricos, como el análisis de componentes 
principales (PCA) o redes neuronales (NN). 
Alicia Marín Roldán____________________________________________________________________________  
XIV  
 La estructura de la tesis consta principalmente de dos partes: 
• La primera (capítulos 1 - 3) desarrolla los fundamentos teóricos tanto de la técnica 
LIBS como de los métodos quimiométricos utilizados durante la ejecución de esta 
tesis doctoral.   
 
- En el capítulo 1 “Introducción” se exponen las características de la técnica 
LIBS, cómo es el proceso de ablación, la dinámica del plasma, su evolución 
temporal, el estado del arte actual de LIBS para muestras geológicas y zoo-
arqueológicas, la introducción a la reconstrucción de series paleoclimáticas y 
la introducción al análisis de tejidos con fines arqueológicos. 
 
- El capítulo 2 “Análisis mediante LIBS” expone los distintos métodos de 
cuantificación y los tipos de análisis cualitativos, así como sus principales 
aspectos analíticos (precisión, exactitud, etc.). 
 
- El capítulo 3 “Métodos quimiométricos” expone una breve introducción a la 
quimiometría y a los principales modelos quimiométricos, haciendo hincapié 
en los dos empleados en esta tesis: el análisis de componentes principales 
(PCA) y las redes neuronales artificiales (NN).  
 
• En la segunda parte (capítulos 4 - 6) se presentan los resultados experimentales 
obtenidos: 
 
- El capítulo 4 “Instrumentación y sistema experimental” muestra toda la 
instrumentación necesaria, así como los sistemas experimentales e 
instrumentación utilizados en los distintos centros. 
 
- El capítulo 5 “Geoquímica: análisis de espeleotemas mediante LIBS” aborda 
el desarrollo de una metodología LIBS para el análisis de elementos traza 
presentes en espeleotemas, así como la realización de imágenes elementales, 
para su utilización como indicadores paleoclimáticos. 
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- El capítulo 6 “Análisis arqueológico mediante LIBS” incluye el análisis de 
muestras de tejido como estudio preliminar de tejido blando, el estudio de la 
dinámica y evolución temporal del plasma para la optimización de los 
parámetros experimentales, un estudio de estacionalidad sobre muestras 
dentales y la discriminación de restos óseos actuales y arqueológicos. La 
finalidad de este compendio es la consecución del análisis de muestras de tipo 
zoo-arqueológico para estudios de estacionalidad y comportamiento humano.  
 
- Tras el capítulo 6 se discuten las principales conclusiones y los retos futuros 
derivados de este trabajo. 
 
- Por último, se añade un anexo con las diversas publicaciones producidas 
durante el desarrollo de esta tesis. 
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Abstract 
Laser induced breakdown spectroscopy (LIBS) is an analytical technique based on 
the formation of a plasm by the interaction between a high-energy laser pulse and the surface 
of the analysed material. The subsequent spectroscopic analysis of the light emitted by the 
plasma allows the identification of the material. LIBS has become a widely used 
spectroscopic technique due to its advantages, such as its simplicity, speed of analysis and 
high versatility in size and sample handling. Thus, it has been demonstrated its applicability 
to a great variety of samples and fields of study: metal alloys, forensics, food, geochemistry, 
zooarchaeology, medicine, among many others. 
The main objective of this thesis is the development of an analytical methodology 
based on LIBS for the study of geological, biological and zooarchaeological samples. The 
development of this thesis is motivated to elucidate climatic variability, closely related to 
seasonality and archaeological processes. For this reason, several studies based on laser 
induced breakdown spectroscopy have been carried out during the development of this thesis 
to optimize the analysis of tissue samples from zooarchaeological origin, both soft and bone 
tissue. In this way, this general objective contains other specific objectives, such as obtaining 
elemental relationships (Mg/Ca, Sr/Ca) using the LIBS technique for the search of 
paleoclimatic variability patterns in speleothems, according to inter-annual stratigraphy. In 
addition, the formation of multi-element images of megapixels by LIBS for the analysis of 
speleothems has been achieved. It has also been studied the dynamics of the plasma by LIBS 
for the optimization of measurements and greater understanding of the samples. For this 
reason, other analysis techniques, such as EDX-SEM, have also been used for the study of 
the surface morphology of the sample. In the field of archaeology, studies have been carried 
out on collections of present deer bones and fossils, for the study of archaeological sites, 
using LIBS and chemometric methods (PCA and NN). 
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The structure of the thesis consists mainly of two parts: 
• The first part (chapters 1 - 3) introduce the theory of both the technique and the 
chemometric methods used during the development of this doctoral thesis. 
 
- Chapter 1 "Introduction" presents the characteristics of the LIBS technique, how is         
the ablation process, the plasma dynamics, its temporal evolution, the current state of 
the art of LIBS for geological and archaeological samples, the introduction to the 
Reconstruction of paleoclimatic series and the introduction of tissue analysis for 
archaeological purposes. 
 
- Chapter 2 "Analysis using LIBS" expose the different quantification methods and 
types of qualitative analyses, as well as their main analytical aspects (precision, 
accuracy, etc.). 
 
- Chapter 3 "Chemometric Methods" presents a brief introduction to chemometrics 
and the main chemometric models, emphasizing the two employed in this thesis: 
Principal Component Analysis (PCA) and Artificial Neural Networks (NN). 
 
• The second part (chapters 4 - 6) presents the experimental results obtained: 
- Chapter 4 "Instrumentation and experimental system" shows all the necessary 
instrumentation as well as the experimental systems and instrumentation used in the 
different research centres. 
 
- Chapter 5 "Geochemistry: speleothems analysis using LIBS" addresses the issue of 
the development of a LIBS methodology for the analysis of trace elements present in 
speleothems, as well as the production of elemental images, for use as paleoclimatic 
indicators. 
 
- Chapter 6 "Archaeological Analysis by LIBS" includes the preliminary analysis of 
soft tissue samples, the study of the dynamics and temporal evolution of the plasma 
Alicia Marín Roldán____________________________________________________________________________ 
XVIII  
for the optimization of the experimental parameters, a seasonality study on teeth 
samples and the discrimination of current and archaeological bone remains. The 
purpose of this compendium is the accomplishment of the analysis of samples of 
zooarchaeological type for studies of seasonality and human behaviour. 
 
- After Chapter 6, the main conclusions and the future challenges derived from these 
works are discussed. 
 
- Finally, an annex is added with the various publications produced during the 
development of this thesis.
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Objetivos 
 
El objetivo principal de esta tesis es el desarrollo de una metodología analítica basada 
en LIBS para el estudio de muestras de origen geológico y arqueológico. La primera parte de 
la tesis está motivada a dilucidar la variabilidad climática y sus causas, para así poder predecir 
la influencia de los posibles cambios climáticos en el futuro. Para ello, se pretende obtener 
mediante esta metodología LIBS patrones de variabilidad paleoclimática, tales como las 
relaciones elementales Mg/Ca y Sr/Ca analizando la estratigrafía interanual de espeleotemas. 
Además, se pretende también la formación de imágenes multielementales de megapíxeles 
por LIBS de espeleotemas para el análisis paleoclimático. 
La segunda parte de la tesis consiste en un conjunto de diversos estudios basados en 
la espectroscopía de ablación láser con el fin de realizar el análisis de muestras de tejido de 
origen arqueológico, tanto tejido blando como óseo. Así, esta línea de investigación comienza 
con el desarrollo de una metodología para el estudio de tejido blando muscular para la 
determinación del intervalo post mortem. Esto lleva a querer conocer en profundidad las 
características de la técnica en cuanto a dinámica del plasma, utilizando las muestras 
anteriores, para así optimizar los análisis de tejidos posteriores. Una vez concluido este 
proceso se procede al estudio de tejido óseo, primero para estudios de estacionalidad, y 
después, para realizar la correcta asignación de restos óseos al individuo al que pertenecen, 
primero con muestras actuales y después, muestras de carácter arqueológico, alcanzando así 
el objetivo último de esta línea arqueológica de investigación.  
Este objetivo principal contiene otros objetivos específicos, como son: 
1. Estudiar las condiciones del sistema LIBS en la interacción radiación láser-materia y 
optimizar dichas condiciones necesarias para el desarrollo y aplicación de una 
metodología para la determinación de elementos traza (Mg y Sr), presentes en 
muestras de origen geológico para la formación de series de variabilidad 
paleoclimática en espeleotemas. 
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2. Mostrar y validar la robustez del método basado en LIBS, y comparar los resultados 
obtenidos con otras técnicas de análisis más arraigadas. 
 
3. Mostrar el potencial de la técnica para la obtención de imágenes de composición 
elemental a escala micrométrica, y sus posibles aplicaciones al análisis geoquímico. 
 
4. Desarrollar una metodología de análisis basada en LIBS mediante la obtención de 
relaciones elementales para el análisis de muestras de tejido. 
 
5. Optimizar las condiciones de detección de la técnica LIBS mediante el estudio del 
comportamiento y la dinámica del plasma para mejorar las capacidades analíticas de 
la técnica. 
 
6. Aplicar la técnica LIBS para estudios de estacionalidad en muestras dentales 
mediante el análisis de la variabilidad de elementos traza. 
 
7. Desarrollar e implementar la técnica LIBS para la discriminación de restos óseos, 
combinando métodos quimiométricos con la técnica LIBS para el reagrupamiento de 
muestras de interés arqueológico.
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Pelascini, Vincent Motto-Ros, Samuel Moncayo, Florian Trichard, G. Panczer, Alicia Marín 
Roldán, Juncal A. Cruz, Ismael Coronado and Javier Martín-Chivelet, Nature: Scientific 
reports (Aceptado con cambios).     
 
• “Time-resolved study of the laser-produced plasma from swine muscle tissue”, Samuel 
Moncayo, Alicia Marín Roldán, Joaquín J. Camacho and Jorge O. Cáceres, Analytical and 
Bioanalytical Chemistry (En proceso).     
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Capítulo 1: Introducción  
 
1.1. Espectroscopía de ablación láser (LIBS) 
La técnica LIBS consiste en irradiar la superficie de una muestra con un pulso láser 
del orden de los mJ y una duración típica de varios ns1. Esta elevada densidad de energía es 
suficiente para vaporizar cualquier tipo de material formando un plasma, que contiene la 
información analítica de los elementos presentes en la muestra. Estudiando espectral y 
temporalmente, la radiación que emiten las especies excitadas presentes en el plasma es 
posible obtener un espectro de emisión de los iones, átomos y moléculas formadas durante 
el proceso de ablación2. Cada elemento posee una huella espectral diferente, emitiendo a 
longitudes de onda características, lo que permite su identificación inmediata3. En la Figura 
1.1.1 puede observarse el proceso de formación del plasma al interaccionar un haz láser con 
la superficie de la muestra: 
Los fenómenos físicos involucrados en la técnica LIBS son bien conocidos4:  
- vaporización del material dando lugar a átomos libres 
- excitación de los mismos  
- detección de la luz emitida tras su desactivación 
Figura 1.1.1: Proceso LIBS esquematizado: (a) Absorción del pulso láser por la muestra, (b) Formación 
de un cráter mediante la vaporización y excitación de la superficie de la muestra, (c) Emisión de luz y 
sonido al producirse una onda de choque por la diferencia de presión, (d) Emisión característica de los 
componentes de la muestra. 
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El proceso de la formación del plasma a partir de la irradiación con un láser es un 
proceso complejo donde es necesario que la energía del pulso sea lo suficientemente intensa 
como para producir fenómenos de sublimación, evaporación y extracción de partículas del 
material y la formación del plasma. La eyección del material ablacionado va acompañada de 
un sonido característico, el cual se origina como consecuencia de la onda de choque creada 
cuando la radiación laser comprime la atmósfera que rodea al plasma. Cuando el láser incide 
sobre el material, se forma un plasma luminoso transitorio de alta temperatura y alta densidad 
electrónica. El resultado es un cráter de pocos cientos de micras de diámetro. Por otro lado, 
cuando se emplean láseres con una anchura temporal de nanosegundos, la interacción láser-
materia es lo suficientemente prolongada como para que la transferencia de calor se produzca 
eficientemente, por lo que el material se calienta (sufriendo un proceso de fusión y 
evaporación) provocando que la zona afectada térmicamente sea mayor que el diámetro del 
haz láser4. Cuando la duración del pulso es inferior a 1 ns, únicamente actúan mecanismos 
de tipo fotomecánico y fotoquímico. En este caso, al tratarse de un proceso prácticamente 
atérmico, la zona afectada térmicamente es despreciable y, por tanto, el tamaño del cráter 
coincidirá con el diámetro del haz incidente. 
Existen diversas técnicas que permiten la realización de imágenes elementales para 
el análisis de la distribución espacial de elementos en una muestra, como son la emisión 
óptica de plasma acoplada inductivamente a la ablación con láser (LA-ICP-OES), la 
espectrometría de masas de plasma acoplado inductivamente (LA-ICP-MS)5,6, la 
microespectrometría de fluorescencia de rayos X (μ-XRF)7,8, el análisis de microscopía 
electrónica (EPMA)9, la emisión de rayos X inducida por protones (PIXE)10, la 
espectrometría de masas de ionización secundaria (SIMS)11,12, y las técnicas de microscopía 
de rayos X de sincrotrón6,13. Además, la técnica LIBS permite el escaneo multi-elemental 
rápido de muestras, con una alta sensibilidad (ppm), resolución lateral y velocidad. En la 
literatura existen algunos trabajos donde se han desarrollado metodologías para su empleo 
en la formación de imágenes, generando de esta manera una nueva perspectiva a la hora de 
obtener información espectroscópica, con gran número de posibles aplicaciones14. Por ello, 
durante el desarrollo de esta tesis se han realizado mapas elementales de muestras geológicas 
para su utilización en la investigación paleoclimática15. Las principales ventajas de esta 
técnica, para realizar imágenes elementales, además de las mencionadas anteriormente, son 
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la mínima preparación de muestra, la falta de restricciones en la forma o tamaño de la misma, 
sin limitaciones técnicas o necesidad de realizar vacío. Además, posee una alta velocidad de 
análisis de las muestras, regido por la tasa de repetición del láser y la velocidad de adquisición 
del detector, ya que el registro espectral se digitaliza y almacena instantáneamente. De esta 
manera, se pueden realizar análisis muy rápidos a una fracción del coste de la mayoría de las 
otras técnicas16.  
 
1.2. Proceso de ablación 
Cuando la radiación electromagnética emitida por un láser pulsado (pulso láser de 
alta potencia) incide sobre la superficie de un material se producen diversos fenómenos, entre 
ellos la reflexión, la transmisión, la dispersión y/o la absorción. La energía absorbida por el 
material puede a su vez dar lugar a la emisión de luz (fluorescencia, fosforescencia), calentar 
el material, fundirlo, producir vaporización, desencadenar reacciones químicas o generar un 
plasma. La presencia y eficiencia de cada fenómeno dependerá de las propiedades del 
material, de la irradiancia del láser y de su longitud de onda. La duración del pulso láser 
puede variar típicamente entre los microsegundos y los femtosegundos. En general, se 
denomina láseres de pulsos largos a aquellos cuya duración es del orden de los 
microsegundos o superiores, láseres de pulsos cortos a aquellos cuya duración es del orden 
de los nanosegundos y láseres de pulsos ultracortos a aquellos cuya longitud temporal de 
pulso es del orden de los picosegundos o femtosegundos. Si la irradiancia es superior a los 
109 W/cm2 el material se vaporiza violentamente y se produce el fenómeno de ablación17. El 
umbral de ablación es la mínima potencia por unidad de área necesaria para producir 
ablación, y depende de las propiedades del material, y de las características de la emisión del 
láser. 
 
Además, el proceso de ablación está acompañado de la generación de luz y sonido. 
La emisión de luz se produce porque el material que interactúa con el láser es vaporizado 
violentamente, se rompen los enlaces de las estructuras que unen a los átomos y éstos se 
excitan e ionizan formando un plasma. Este plasma es extremadamente caliente, lo que 
produce un incremento violento de la presión, generando así una diferencia de presiones entre 
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la zona del plasma y la atmósfera que rodea a éste18. Este proceso genera una onda de choque 
que se percibe como un chasquido. 
La ablación con láseres de pulsos cortos (nanosegundos) genera cráteres con crestas 
y con material re-depositado en los bordes y el fondo, proveniente de re-solidificación 
(Figura 1.2.1). Este fenómeno ocurre debido a que el pulso láser incidente tiene una duración 
temporal mayor que el tiempo de difusión térmica del calor en el material y se produce una 
onda térmica que se propaga hacia el interior del material, provocando la fusión del material 
cerca de la zona irradiada.  
 
 
 
 
 
Figura 1.2.1: Cráter con re-deposición de material en los bordes y el fondo. 
Los mecanismos del proceso de ablación aún no se entienden completamente, y 
todavía se están estudiando19. Los procesos que intervienen en la ablación pueden ser 
fototérmicos o fotoquímicos. La ablación fototérmica tiene lugar en las bandas visible e 
infrarroja del espectro, mientras que la ablación fotoquímica se produce en la parte 
ultravioleta, aunque todo depende de las características del material2.  
- Ablación fototérmica: en la superficie del material, la temperatura se eleva por la 
duración del pulso, mientras que la energía está siendo absorbida. Una vez que el 
pulso láser ha concluido, la temperatura cae mientras el calor es conducido al 
interior del material. Esto va acompañado de la generación de tensiones dentro 
del material. Si se aumenta la densidad de potencia de la radiación incidente, se 
producirán cambios de fase: fusión y vaporización (explosión térmica). En la 
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Figura 1.2.2 se muestra un esquema del funcionamiento de la ablación 
fototérmica. 
 
Figura 1.2.2: Esquema del proceso de la ablación fototérmica20. 
- Ablación fotoquímica: la radiación ultravioleta, debido a su alta energía, puede 
romper los enlaces covalentes, e iniciar una reacción química sin producir 
calentamiento, en la que los productos tienen un volumen mayor que la muestra 
original, y, por tanto, son eyectados de la superficie.   
1.3. Dinámica del plasma 
En el mundo microscópico, las colisiones tomadas como contacto físico entre los 
cuerpos pierden el sentido. En su lugar, la colisión se considera una interacción entre los 
campos de fuerza de cada una de las partículas que interactúan, asociados a la naturaleza y 
el movimiento de las propias partículas4. Las interacciones entre las partículas presentes en 
el plasma y los campos de fuerza existentes definen las propiedades fundamentales del 
mismo, y éstos pueden ser externos o internos. El movimiento de electrones en un plasma 
homogéneo bajo la influencia de fuerzas externas implica el transporte de masa y la 
conducción de la electricidad. En un plasma heterogéneo existen gradientes de densidad y/o 
temperatura que causan que las colisiones provoquen la deriva de los electrones por 
gradientes de presión (difusión). Debido a la energía cinética asociada al movimiento térmico 
aleatorio de los electrones, su deriva implica el transporte de energía térmica y, por lo tanto, 
la conducción de calor4. 
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La materia en el universo conocido se clasifica en cuatro estados: sólido, líquido, 
gaseoso y plasma. La distinción básica entre los sólidos, líquidos y gases radica en la 
diferencia entre la fuerza de los enlaces que mantienen sus partículas constituyentes. Un 
plasma es básicamente, un gas ionizado que se produce cuando un gas neutro se calienta 
hasta que se producen colisiones interatómicas de tal intensidad, que se desprenden 
electrones de los átomos que chocan. Por ello, se trata de otro estado de la materia y no un 
simple caso particular de los gases. La interacción Coulomb de múltiples partículas, sin 
embargo, puede simplificarse como un número de interacciones binarias simultáneas. Las 
múltiples interacciones que resultan de la fuerza de Coulomb son de importancia esencial 
para entender el comportamiento de plasmas, y subraya la validez de la descripción de un 
plasma como el cuarto estado de la materia.  
Los fenómenos de colisión se pueden dividir en dos categorías: elásticos e inelásticos. 
En las colisiones elásticas existe conservación de la masa, cantidad de movimiento y de 
energía, de tal manera que no hay cambios en los estados internos de las partículas 
involucradas y no hay ni creación ni aniquilación de partículas. En las colisiones inelásticas 
los estados internos de algunas o todas las partículas involucradas se cambian y las partículas 
pueden ser creadas, así como destruidas, pudiendo recombinarse para formar partículas 
neutras o formar una partícula cargada más pesada. Además, los átomos pueden excitarse e 
ionizarse.  
La física del plasma se originó en 1927 de la mano del premio Nobel Irving Langmuir, 
mientras estudiaba la físico-química del filamento de tungsteno de las bombillas 
incandescentes21. Más adelante, E.V. Appleton y K.G. Budden desarrollaron la teoría de la 
propagación de las ondas electromagnéticas a través de plasmas magnetizados no uniformes 
estudiando las señales fantasmas producidas por las diferentes velocidades a las que viajan 
las ondas con distintas polarizaciones debido al campo magnético de la Tierra22. En 1940, el 
premio Nobel H. Alfvén desarrolló la teoría de la magnetohidrodinámica (MHD) en la que 
el plasma se trata como un fluido conductor y que ha sido empleada con éxito para el estudio 
de los fenómenos astrofísicos, como erupciones solares, la formación de las estrellas, etc23. 
A partir de la creación de la bomba de hidrógeno en 1952, el plasma termonuclear y su 
confinamiento por un campo magnético ha sido tema de estudio y debate24. El desarrollo de 
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láseres de alta potencia en la década de los sesenta del siglo pasado permitió el desarrollo del 
campo de la física del plasma láser25. 
La naturaleza de un plasma inducido por láser depende de las condiciones de 
operación de éste último:  
1) su longitud de onda,  
2) la duración del pulso y  
3) su energía.  
Igualmente, es necesario tener en cuenta las condiciones de enfoque sobre la 
superficie de la muestra, puesto que de ello dependerá la irradiancia (W/cm2) involucrada en 
el proceso. Además, los mecanismos específicos que gobiernan la forma en que se produce 
la absorción de la energía en la muestra dependen de la composición de la misma y de la 
presión del entorno en el que se produzca la evolución del plasma26.  
1.- Se producirá la ablación del material si el valor de la fluencia supera el umbral de 
daño de dicho material. Tras formarse la pluma del plasma, su densidad puede obstruir parcial 
o totalmente la radiación láser incidente dependiendo de la longitud de onda y de la anchura 
temporal del pulso. Esto implica que no toda la energía del pulso alcanzará la superficie de 
la muestra. El efecto de apantallamiento del plasma depende de la longitud de onda del láser. 
La energía del pulso puede ser absorbida por la pluma, siendo este fenómeno tanto más 
acusado cuanto mayor es la longitud de onda.  De esta manera, cuanto menor es la longitud 
de onda de la radiación láser, mayor será la tasa de ablación. Además, la energía absorbida 
por la muestra y por la propia pluma del plasma también dependerá de la longitud de onda 
del láser, lo que determinará a su vez que el mecanismo de ablación sea más o menos 
térmico20. En un proceso térmico, los electrones absorben directamente la radiación láser y, 
posteriormente, la transfieren a la red atómica. Esto conlleva la fusión y vaporización del 
material20. Si la energía del fotón incidente es superior a la energía de enlace entre los átomos 
del sólido, la radiación láser puede romper la red atómica sin los habituales efectos térmicos. 
2.- Por otro lado, la duración del pulso resulta un parámetro clave para el proceso de 
ablación como consecuencia de los diferentes mecanismos de disipación de la energía que 
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pueden tener lugar en la muestra. De hecho, la interacción de un pulso de nanosegundos (ns) 
con el material se produce de forma bastante distinta a la ocasionada por un pulso de 
femtosegundos (fs), donde la deposición de energía se produce en un tiempo mucho menor. 
Así, cuando se emplea un pulso de ns, el material pasa de sólido a líquido y a vapor antes de 
pasar a formar parte de la pluma del plasma27. Así, la energía del pulso láser es el factor que 
más afecta al proceso de ablación y de formación del plasma, que se encuentra íntimamente 
relacionado con la duración del pulso28. Se puede describir en términos de irradiancia 
(W/cm2) o de fluencia (J/cm2) por unidad de tiempo. Cuando se incrementa el valor de la 
irradiancia, tanto la densidad electrónica (Ne) como la temperatura electrónica (Te) de la 
pluma aumentan29. Además, la irradiancia influye en la forma en que se expande el plasma. 
A altos valores de irradiancia, la pluma posee mayor energía interna y contiene más cantidad 
de material ablacionado. Sin embargo, a menores valores de irradiancia la energía de la pluma 
es menor, por lo que no es capaz de expandirse muy lejos. La Figura 1.3.1 muestra que a 
mayor energía (de izquierda a derecha), mayor es la capacidad de ablación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
3.- La interacción de la pluma con un gas ambiente conduce a una expansión que 
implica varios procesos complejos tales como termalización, atenuación, blindaje de plasma 
del láser, difusión, confinamiento, deceleración de las especies eyectadas, interpenetración 
de los componentes presentes en el ambiente hacia el interior de la pluma, recombinación 
radiativa, formación de ondas de choque y aparición de agrupamientos30. La importancia 
relativa de estos procesos en la determinación de la evolución del plasma depende de la 
densidad de potencia del láser, la composición de la muestra, el tamaño de las burbujas de 
plasma de vapor y el punto focal, la composición y la presión del gas ambiente, la longitud 
de onda del láser y el perfil temporal. A alta irradiancia domina el calentamiento de choque. 
Figura 1.3.1: Capacidad de ablación al incrementar, de izquierda a derecha, la energía del pulso 
incidente (imagen propiedad de Mª Paz Mateo Orenes). 
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A largas longitudes de onda del láser, la ablación se asocia con la ionización en cascada (hν 
+ M → e- + M+ → 2e- + 2M+)26. El material ablacionado consta de electrones, iones, átomos, 
moléculas, agrupamientos y radiación dispersa. Los grupos (clusters) se producen debido a 
efectos colectivos y la formación de gotitas está relacionada con las perturbaciones 
hidrodinámicas y grandes fragmentos de material son expulsados debido a la relajación del 
estrés30. Las especies, que son expulsadas de la superficie, llevan consigo una cierta energía 
interna y cinética. Inicialmente, las especies producidas sufren colisiones en la región de alta 
densidad cerca de la superficie de la muestra, que conduce a una expansión altamente 
direccional perpendicular a la muestra31. Después de la interacción del láser con el blanco, 
se produce una pluma de plasma de expansión isotérmica. Esta pluma absorbe la energía del 
haz láser y su temperatura y presión crecen. Una expansión adiabática de la pluma de plasma 
ocurre cuando la temperatura puede estar relacionada con las dimensiones del plasma32. 
Cuando se pretende estudiar la física del plasma, es importante definir la condición 
de equilibrio termodinámico. Para que esta condición se cumpla, debe existir un equilibrio 
entre la energía cinética población de los niveles excitados y la radiación emitida. La mayoría 
de los plasmas sólo pueden cumplir este criterio de forma local (LTE: Local Termodinamic 
Equilibrium). En este caso, se considera que las colisiones son más importantes que los 
procesos radiativos. El criterio para decidir si se trata de un LTE, consiste en que la densidad 
electrónica supere cierto umbral. Para calcular dicha densidad electrónica, así como la 
temperatura del plasma, las líneas de emisión utilizadas para el cálculo deben ser ópticamente 
delgadas (sin procesos de autoabsorción). Las poblaciones relativas de los niveles están 
descritas por la distribución de Boltzmann y las densidades relativas de especies ionizadas 
satisfacen la ecuación de Saha. Para cada equilibrio de ionización, considerando que los 
átomos y los iones se encuentran en su estado fundamental, el LTE de la reacción entre un 
estado de ionización i y su especie de recombinación 0, a una temperatura T queda descrito 
por la siguiente ecuación: 
𝑛𝑛𝑒𝑒𝑁𝑁𝑖𝑖
𝑁𝑁0
=  𝑔𝑔𝑖𝑖𝑔𝑔𝑒𝑒
𝑔𝑔0
· (2𝜋𝜋𝜋𝜋𝑘𝑘𝐵𝐵𝑇𝑇)3 2�
ℎ2
· 𝑒𝑒− 𝐼𝐼𝑝𝑝𝑘𝑘𝐵𝐵𝑇𝑇      Ecuación 1.3.1  
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1.4. Evolución temporal del plasma 
La creación y evolución del plasma, suelen ser tratados por separado. Se considera 
que un plasma con elevada temperatura y densidad de electrones se forma primero y 
posteriormente se expande en el medio que le rodea. La formación del plasma ya ha sido 
descrita en el epígrafe anterior, por lo que ahora nos centraremos en la evolución del plasma.  
Debido a la evolución en los procesos físico-químicos que tienen lugar en el plasma, 
su emisión varía con el tiempo. En los primeros nanosegundos se produce una emisión muy 
intensa de radiación continua, debido a la alta densidad electrónica, que va reduciéndose con 
el tiempo, dando paso a las emisiones de las transiciones entre los estados de los átomos 
excitados, primero de iones y luego de átomos neutros. Esta emisión perdura durante decenas 
de microsegundos después de la interacción pulso láser-materia. Por tanto, al comienzo de la 
emisión del plasma, el espectro presentaría un fondo muy alto con líneas anchas y poco 
distinguibles, mientras que, al avanzar en el tiempo, el continuo va desapareciendo y las 
líneas espectrales se hacen más nítidas y estrechas. En la Figura 1.4.1 puede verse la 
evolución de las líneas espectrales en función del tiempo de retraso del espectrómetro.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4.1: Evolución temporal de un espectro LIBS resuelto en tiempo para el doblete de la línea de Mg+ 
en función del tiempo de retraso para un tiempo de medida fijo de 0,1 μs, en muestras de músculo de cerdo 
liofilizado. 
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La espectroscopia de ablación láser con resolución temporal es la técnica más 
conocida para reducir el nivel de ruido relacionado con las emisiones continuas de fondo, 
que se basa en el hecho de que el continuo de fondo se desintegra más rápidamente con el 
tiempo que las líneas espectrales33. En este método, los datos se adquieren con un retraso de 
tiempo específico después del pulso láser. Es muy importante seleccionar un tiempo de 
medida y un tiempo de retraso, apropiados para cada línea espectral que depende en gran 
medida de la longitud de onda y la intensidad del láser, así como de las propiedades físicas y 
químicas de las muestras.  
Por tanto, para la detección con resolución temporal es imprescindible fijar el tiempo 
de retraso entre el pulso láser y la adquisición de la señal por parte del espectrómetro. 
También es importante establecer un tiempo de integración (recogida de la señal).  Para la 
elección de dichos parámetros se buscará un compromiso entre la sensibilidad y la relación 
señal/ruido. En la Figura 1.4.2 puede observarse la evolución temporal de la radiación tras el 
pulso láser.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4.2: Evolución temporal de la radiación tras el pulso láser. 
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1.5. Estado del arte actual de LIBS en muestras geológicas y 
arqueológicas 
En los últimos años, numerosas técnicas analíticas han sido utilizadas en el estudio 
de muestras de origen geológico y/o arqueológico con gran exactitud y precisión en los 
resultados. Estos métodos incluyen la espectrometría de masas de plasma acoplado 
inductivamente (LA-ICP-MS)5,6, la micro-espectrometría de fluorescencia de rayos X de (μ-
XRF)7,8, el análisis de microscopía electrónica (EPMA)9, la emisión de rayos X inducida por 
protones (PIXE)10, la espectrometría de masas de ionización secundaria (SIMS)11,12, y las 
técnicas de microscopía de rayos X de sincrotrón6,13. Algunas de estas técnicas tienen un alto 
rendimiento tanto en términos de resolución como de límites de detección (SIMS, μ-XRF). 
Otros tienen alta resolución espacial pero menor sensibilidad (EPMA), mientras que otros 
tienen mejores límites de detección, pero peor resolución (técnicas basadas en LA-ICP). Sin 
embargo, LIBS ha demostrado sobradamente sus grandes ventajas frente a estas técnicas, 
debido a su habilidad para analizar, de manera no invasiva, cualquier tipo de material, a su 
potencial para detectar tanto componentes mayoritarios como elementos traza de forma 
rápida y simultánea, y a su equipamiento “fácilmente” integrable en instrumentos portátiles, 
capaces de realizar análisis in situ de muestras que no pueden ser trasladadas al laboratorio34. 
Así, por ejemplo, SEM-EDX no permite análisis in-situ y necesita tratamiento previo de la 
muestra; XRF (fluorescencia de rayos-X) falla en la detección de elementos con número 
atómico inferior a 23 y presenta mala resolución en profundidad, ya que hay interferencias 
entre distintas capas en espesores entre 10-50 micras dependiendo de la matriz; PIXE 
(emisión de rayos-X inducidos por partículas) requiere un acelerador de iones, lo que limita 
su uso a aplicaciones especializadas. Por todo ello, las ventajas inherentes a la técnica LIBS 
solucionan estos inconvenientes. Prueba de ello, es el elevado número de publicaciones que 
hacen referencia a la gran variedad de materiales de interés geológico y arqueológico que 
han sido estudiados por esta técnica35.  
El cambio climático es un gran problema medioambiental que necesita solucionarse 
o, al menos, ralentizar sus efectos, lo que requiere disponer de toda la información posible 
sobre la composición elemental de marcadores paleoclimáticos36. Asimismo, LIBS es capaz 
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de aportar soluciones, tanto para la caracterización química de espeleotemas como para la 
monitorización de las cuevas de procedencia37. 
Del mismo modo, debe mencionarse la utilidad de LIBS para la investigación sobre 
material zoo-arqueológico. El descubrimiento de un nuevo yacimiento arqueológico 
habitualmente lleva asociada la aparición de restos óseos, resultando este tipo de material el 
más abundante y apreciado en arqueología, ya que es muy útil para la datación y 
caracterización de dichos yacimientos. Ello implica determinar los elementos trazas o 
minoritarios presentes en la muestra, puesto que dichos elementos suelen ser característicos 
de la alimentación, el metabolismo y el sistema endocrino38. Como estos son distintos para 
cada individuo, sin mencionar además las características del medio externo donde vive, es 
posible el reagrupamiento de restos utilizando el contenido elemental presente en las 
mismas39. La correcta identificación de estos restos es de gran importancia, ya que, según su 
reagrupamiento y distribución en el yacimiento, se puede obtener información sobre el 
reparto de la caza y, por tanto, sobre el comportamiento y la organización social de esos 
homínidos.  
 LIBS permite llevar a cabo microanálisis mediante el enfoque de la radiación láser, 
lo que posibilita realizar análisis composicionales con gran resolución lateral y en 
profundidad sin causar daños significativos en la muestra39,40. Además, mediante el empleo 
de algoritmos basados en redes neuronales artificiales es posible realizar una rápida 
clasificación de los restos óseos procesando los datos obtenidos por esta técnica 
espectroscópica39. Por otra parte, la obtención de perfiles en profundidad ha sido de gran 
utilidad para el estudio de una amplia gama de materiales de interés arqueológico, como los 
murales romanos en Pompeya41, el análisis de pinturas multicapa42 o la caracterización de 
artefactos metálicos43.  
Por todo ello, este trabajo se ha centrado en el estudio de la variabilidad climática y 
la estacionalidad tanto en muestras geológicas como arqueológicas mediante espectroscopía 
de ablación láser, ofreciendo una herramienta de vanguardia para obtener datos 
paleoclimáticos mediante indicadores como Mg/Ca y Sr/Ca, así como información indirecta 
sobre el comportamiento de los homínidos. Esta técnica tiene ventajas inherentes que hacen 
que estos estudios sean más fáciles y rápidos.  
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1.6. Introducción a la reconstrucción de series paleoclimáticas 
La historia climática de la Tierra muestra una sucesión de periodos fríos y cálidos36. 
La paleoclimatología estudia las grandes variaciones climáticas y sus causas a lo largo de la 
historia, observando los valores climatológicos pasados para poder predecir las posibles 
variaciones del clima en el futuro. Para ello se emplean multitud de registros o indicadores 
climáticos denominados “proxies”, como pueden ser perfiles de hielo, relaciones isotópicas, 
paleomagnetismo o las relaciones químicas Mg/Ca, Sr/Ca, etc. Éstas últimas suelen 
estudiarse en materiales con largos periodos de crecimiento a lo largo del tiempo, como es el 
caso de los espeleotemas. 
Los espeleotemas son depósitos de carbonato de calcio que se forman en las cuevas a 
partir del agua de goteo que se filtra a través de la roca, dando lugar a multitud de formas 
diferentes y singulares: estalagmitas, estalactitas, coladas, banderas, etc44. Poseen una 
estratigrafía interna producida por la adición sucesiva de capas, que refleja su crecimiento 
durante cientos o miles de años, así como los cambios geoquímicos producidos por 
parámetros ambientales, como la temperatura y la precipitación. Dependiendo de los factores 
ambientales que afecten al agua de goteo, el carbonato de calcio que forma los espeleotemas 
contiene cantidades variables de elementos traza. Por ello, es posible determinar la edad del 
material, y reconstruir cambios climáticos pasados mediante las relaciones de elementos traza 
en espeleotemas. Existen varias técnicas de análisis que permiten la detección de elementos 
traza en espeleotemas, pero en la mayoría de los casos es necesario encontrar un equilibrio 
entre el volumen de la muestra y la exactitud y la precisión requerida, y tener en cuenta la 
velocidad y el coste del procedimiento analítico7,12. Las ventajas de la técnica LIBS (alta 
velocidad de análisis, mínima preparación de muestra y alta sensibilidad multielemental) la 
convierten en una herramienta capaz de producir datos geoquímicos de alta resolución en 
materiales heterogéneos para estudios paleoclimáticos, tal y como veremos durante el 
desarrollo de esta tesis. 
1.7. Introducción al análisis de tejidos con fines arqueológicos 
Como se comentó en el resumen de la tesis, durante su desarrollo se han realizado 
diversos estudios basados en la espectroscopía de ablación láser para la consecución de un 
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fin principal: el análisis de muestras de tejido de origen arqueológico, tanto tejido blando 
como óseo. Así, esta línea de investigación comenzó con el desarrollo de una metodología 
para el estudio de tejido blando muscular para la determinación del intervalo post mortem. 
Esto llevó a querer conocer en profundidad las características de la técnica en cuanto a 
dinámica del plasma, utilizando las muestras anteriores, para así optimizar los análisis de 
tejidos posteriores. Una vez concluido este proceso se procedió al estudio de tejido óseo, 
primero para estudios de estacionalidad, y después, para realizar la correcta asignación de 
restos óseos al individuo al que pertenecen, en una primera fase con muestras actuales y 
después, muestras de carácter arqueológico. Así, a continuación, se introducen los temas aquí 
descritos.  
1º) Determinación del intervalo post mortem (PMI): El PMI se refiere al tiempo 
trascurrido desde la muerte y su estimación es extremadamente importante en las 
investigaciones criminales, civiles y forenses45. La descomposición post mortem comienza 
inmediatamente después de la muerte, implicando la ruptura de los tejidos blandos debido a 
los procesos de autolisis y putrefacción, y a menudo con actividad de insectos46. Un evento 
de muerte es seguido por una serie de reacciones químicas complicadas que siguen 
ocurriendo dentro de las células, y causan cambios específicos dependientes del tiempo en el 
metabolismo y las estructuras sub-celulares, lo que permite determinar el PMI45. Se han 
empleado muchos métodos para determinar con precisión el PMI, pero la exactitud de estos 
métodos todavía deja una incertidumbre de tiempo alta y necesita mejoras47. Desde el punto 
de vista entomológico, dado que el crecimiento y desarrollo de los insectos están fuertemente 
influenciados por las condiciones geográficas, topológicas y ambientales, la dificultad de 
contabilizar las condiciones en la escena previa al descubrimiento induce cierta 
incertidumbre en la aplicación, lo que dificulta la adquisición de información viable48. Los 
métodos de estimación del PMI incluyen medidas de la temperatura corporal y cambios 
químicos post mortem en el cuerpo47. Además, algunos métodos se han centrado también en 
la degradación de los ácidos nucleicos, incluyendo el ADN y el ARN45,49-51 y las proteínas 
dentro de diferentes tejidos52,53. Sin embargo, estos métodos requieren personal especializado 
y laboratorios, y en algunos casos, complicados y costosos procedimientos de análisis. 
Además, los factores ambientales internos y externos y la causa de la muerte, afectan 
significativamente a la predicción del PMI, así como la variabilidad biológica individual 
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limitan la utilidad de la predicción del PMI. Idealmente, la concentración de los 
constituyentes en cualquier intervalo post mortem debe ser independiente de las condiciones 
ambientales.  
Las muestras de músculo son útiles para discriminar el intervalo post mortem (PMI) 
en escenas de delito y desastres naturales o causados. En esta tesis se ha desarrollado un 
método simple, rápido y directo basado en la espectroscopía de ablación láser (LIBS) para la 
determinación del PMI, teniendo en cuenta las condiciones meteorológicas (humedad, 
temperatura, fauna, etc.), que tienen una fuerte influencia en la determinación del PMI. Se 
eligió como muestra de estudio el músculo de cerdo debido a su similitud en la composición 
fisiológica con tejidos musculares humanos. Se observaron cambios dependientes del tiempo 
en la relación de intensidad de emisión para Mg, Na, Ha y K, como resultado de las 
variaciones en su concentración debido a reacciones químicas en tejidos y se correlacionaron 
con PMI. Esta relación ofrece un medio simple y potencialmente valioso para estimar el PMI.  
2º) Estudio de la dinámica del plasma: Actualmente, los plasmas producidos por 
láser son un tema de gran interés en áreas fundamentales y aplicadas de la investigación 
científica54-58. Tienen una naturaleza transitoria, con parámetros característicos que 
evolucionan rápidamente en el espacio y el tiempo59,60. Los estudios de caracterización de 
plasmas son esenciales para la comprensión de diversos procesos en física de plasma 
fundamental61. La interacción de un plasma con el gas ambiente conduce a una expansión 
que implica varios procesos complejos tales como termalización, atenuación, deceleración, 
blindaje del plasma láser, difusión, recombinación de electrones, confinamiento, 
agrupamiento y formación de ondas de choque62-64. Durante el desarrollo de esta tesis se han 
estudiado los espectros de emisión, la densidad electrónica y la temperatura del plasma láser 
en tejido de músculo porcino, además de realizar estudios espacio-temporales. Por otra parte, 
se utilizó la técnica SEM para el estudio de la morfología de la muestra y de los cráteres 
producidos por la ablación y la espectroscopía EDX para realizar un microanálisis químico 
cuantitativo. 
 3º) Estudios de Estacionalidad: En cuanto al tejido óseo, los estudios de 
estacionalidad aplicados al análisis de emplazamientos arqueológicos se centran en responder 
a cuestiones relativas al momento del año en el que se ocupó un yacimiento35. Para ello, las 
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técnicas de estudio de la estacionalidad han sido divididas en dos bloques: métodos indirectos 
(como el análisis químico del suelo o la etología de los herbívoros) y métodos directos (como 
el análisis de restos de fauna)65,66. Sin embargo, todas estas técnicas presentan limitaciones, 
ya sea por límites de edad o sexo. Además, los resultados presentan una gran amplitud 
estacional. Por tanto, aunque los estudios de estacionalidad se han desarrollado durante 
mucho tiempo, ninguno de ellos ha demostrado ser lo suficientemente resolutivo. Por tanto, 
se plantea una nueva metodología que permita paliar las deficiencias de las técnicas 
tradicionalmente utilizadas, con el objeto de poder responder a la pregunta de cuando se 
ocuparon los yacimientos arqueológicos con una resolución óptima.  
4º) Identificación de restos óseos: Por último, los restos típicos que pueden 
encontrarse en un yacimiento arqueológico son utensilios, cerámica, huesos de animales o 
seres humanos de épocas prehistóricas, entre otros. Aunque las diferencias en la composición 
elemental de las muestras de tejido óseo entre individuos son despreciables39, algunos 
elementos traza pueden estar relacionados con la dieta y el entorno38, pudiendo proporcionar 
variaciones en los espectros LIBS. La correcta identificación de los restos es importante 
porque permite obtener un registro muy detallado de la actividad de un asentamiento 
prehistórico, y, por tanto, del comportamiento de nuestros ancestros.  Pero en ocasiones es 
extremadamente difícil, por lo que sólo puede establecerse el número mínimo de individuos 
(NMI)67-73, mediante la aplicación de técnicas tafonómicas, que son las únicas que permiten 
proponer explicaciones e interpretaciones sobre el registro óseo-vegetal. En el caso de huesos 
arqueológicos, muchas veces es inviable el análisis del ADN, debido a la mineralización de 
las muestras o la degradación del material. La posibilidad de combinar LIBS con métodos 
quimiométricos como las redes neuronales artificiales (NN) permite extraer información 
significativa para clasificar diferentes muestras39,74. La metodología LIBS y NN puede 
resultar muy útil para la agrupación de restos arqueológicos y así establecer con mayor 
precisión el número de individuos recogidos en un yacimiento. La composición elemental de 
los huesos arqueológicos provee suficiente información para conseguir una correcta 
discriminación y agrupamiento de los diferentes restos arqueológicos, permitiendo paliar la 
limitación de los análisis paleoantropológicos, antropológicos, zooarqueológicos y 
paleontológicos, que solo pueden agrupar los diferentes restos óseos al individuo 
correspondiente cuando éstos están en conexión anatómica.   
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Capítulo 2: Análisis mediante LIBS 
La técnica LIBS, al ser sensible y específica, es aplicable tanto al análisis cualitativo 
como cuantitativo. En este capítulo se revisan las características analíticas de la técnica LIBS 
para análisis cualitativo y cuantitativo. Mediante la “huella digital” característica de la 
muestra que nos proporciona la técnica LIBS y los algoritmos matemáticos necesarios, puede 
realizarse un análisis cualitativo (clasificación). Por otro lado, mediante el correspondiente 
calibrado, LIBS también nos proporciona información de tipo cuantitativo multielemental. 
La viabilidad de la técnica LIBS para el análisis micro-espacial cualitativo y cuantitativo de 
diferentes muestras (sólidos, líquidos y gases) ha sido descrita ampliamente en la literatura75.  
Debido a las características de la técnica LIBS, casi todos los materiales pueden ser 
analizados, siendo las propiedades intrínsecas del material, como la conductividad, la 
reflectividad, la densidad, el calor específico o el punto de ebullición, las que pueden tener 
una gran influencia sobre los resultados de su análisis. La reflectividad, por ejemplo, 
determina la cantidad de energía láser que puede ser absorbida por la superficie de la muestra, 
lo que afecta considerablemente a la velocidad de ablación de dicho material.  
La luz emitida por el plasma inducido por láser permite obtener información 
cualitativa y/ cuantitativa acerca de las especies elementales presentes en la muestra mediante 
un análisis espectroscópico. La naturaleza macroscópica de la superficie de la muestra 
también es importante, ya que puede afectar al resultado del análisis cualitativo o 
cuantitativo. La fragilidad de la superficie puede causar daños en una superficie más extensa 
que la zona irradiada por el láser. Esto se debe a que la onda de choque de presión que 
acompaña a la ablación puede conducir al desprendimiento de partes mal adheridas de la 
superficie alrededor del punto analizado. La contaminación de la muestra puede afectar al 
análisis, pues es allí donde se produce la interacción con el pulso láser. Para limpiar la 
superficie, tan sólo deben aplicarse unos pocos pulsos láser sobre el punto de análisis.   
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Además, otras técnicas multielementales requieren de sofisticados sistemas de vacío, 
lo que mejora la precisión y la sensibilidad, pero complica el análisis y eleva el precio del 
mismo. Sin embargo, la técnica LIBS a presión atmosférica presenta una gran ventaja a la 
hora de realizar medidas en tiempo real e in situ.  
 
2.1 Análisis cuantitativo  
El análisis cuantitativo es el conjunto de procedimientos necesarios para determinar 
la cantidad relativa de un componente que hay en una muestra. Todos los elementos de 
la tabla periódica emiten luz cuando son excitados convenientemente, por lo que la técnica 
LIBS puede, potencialmente, determinar la composición elemental de cualquier muestra. La 
matriz influye enormemente en la formación del plasma, modificando sus características 
(temperatura, densidad de electrónica, etc.), lo que hace difícil relacionar directamente la 
intensidad con la concentración, especialmente cuando se trabaja con concentraciones 
próximas al límite de cuantificación de la técnica, ya que la presencia de un elemento afecta 
a la emisión característica de otro elemento. El efecto matriz es común a otras técnicas 
analíticas76. Sin embargo, aún no se han realizado un trabajo meticuloso para caracterizar el 
efecto matriz para todo tipo de muestras y desarrollar así métodos para corregir sus efectos y 
aumentar la capacidad cuantitativa de LIBS. 
En un análisis LIBS cuantitativo, la composición elemental del plasma es equivalente 
a la del material ablacionado por el pulso láser si la ablación es estequiométrica, y la 
determinación de las cantidades presentes de los distintos elementos se basa en la medida del 
área debajo de la línea espectral, que es proporcional a la cantidad del componente (Ecuación 
2.1.1). Los ensanchamientos Doppler, Stark etc., pueden tener influencia sobre el 
ensanchamiento de la línea espectral. Cuando ese ensanchamiento es despreciable, la 
intensidad puede medirse como la altura de la línea, y esa intensidad es directamente 
proporcional al número de especies presentes en el plasma que emiten a esa longitud de onda, 
es decir, a la concentración77.  
𝐼𝐼 =  ℎ𝑐𝑐𝐴𝐴𝑘𝑘𝑖𝑖𝑔𝑔𝑘𝑘𝑁𝑁
4𝜋𝜋𝜆𝜆𝑖𝑖𝑍𝑍
· 𝑒𝑒−�𝐸𝐸𝑘𝑘𝑘𝑘𝑇𝑇�     Ecuación 2.1.1 
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donde I es la intensidad, h es la constante de Plank, λi es la longitud de onda, Aki es la 
probabilidad de transición, gk es la degeneración del nivel superior, Ek es el nivel de energía 
excitado, T es la temperatura, kB es la constante de Boltzmann y N es la cantidad de átomos 
en cada nivel energético. 
Por ello, es posible realizar un análisis cuantitativo si se realiza una curva de 
calibrado. Para un resultado lo más exacto posible, la similitud entre la matriz de los patrones 
y la matriz de la muestra debe ser alta. Sin embargo, la necesidad de emplear patrones de 
referencia certificados encarece y dificulta el análisis. Sin embargo, existe un modelo de 
análisis cuantitativo que no requiere el uso de patrones de referencia ni construir curvas de 
calibrado: Calibration-Free LIBS (CF-LIBS)78.  
Como acaba de comentarse, el análisis cuantitativo puede realizarse de diferentes 
formas, siendo mediante una curva de calibración para los analitos seleccionados la más 
sencilla y directa, y por lo general, la más utilizada. Para generarla se representa la señal de 
intensidad de un conjunto de patrones de concentración conocida y composición igual o 
similar a la matriz de nuestra muestra problema, frente a dicha concentración. Para minimizar 
el efecto matriz se puede normalizar con un patrón interno, bien sea utilizando la relación 
entre dos líneas presentes en la muestra79, una línea de la muestra y la señal de un elemento 
añadido externamente80, o incluso entre la línea de interés y el ruido de fondo81.  
También es posible obtener la concentración de un elemento en una muestra usando 
los parámetros del plasma, mediante “Calibration Free - LIBS”78. En este método no es 
necesario el uso de curvas de calibración, ya que la concentración puede ser determinada a 
través de parámetros físicos del plasma, como su temperatura y densidad electrónica. La 
mayor ventaja que presenta es que permite la determinación de la concentración con solo una 
muestra. 
  
2.1.1 Calibración con patrón interno  
Además de la concentración, la intensidad de emisión de los elementos presentes en 
el plasma depende de varios factores. Por ello, es necesario emplear un patrón interno que 
compense las variables experimentales. Un patrón interno es una cantidad conocida de un 
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compuesto, diferente del analito, que se añade a la muestra o está presente en ella de forma 
mayoritaria. Esta última forma de emplear la calibración con patrón interno es la que se sigue 
en el capítulo 5 de esta tesis, donde se desea obtener variaciones en la concentración de un 
elemento traza cuya concentración es minoritaria en distintas regiones de la muestra y se 
tiene como referencia un elemento mayoritario y de concentración constante, y es la que se 
describirá con más detalle a continuación. De esta manera, se compara la intensidad de las 
líneas del patrón con las del analito.   
El funcionamiento de este tipo de calibración es sencillo: la señal del analito se 
compara con las del patrón interno, y de ese modo se determina el analito82. Suele emplearse 
cuando la cantidad de muestra analizada o la respuesta del instrumento varían debido, por 
ejemplo, al efecto matriz. Para realizar la relación de intensidades ha de tenerse en cuenta lo 
siguiente: las líneas deben pertenecer al mismo tránsito electrónico, deben tener una alta 
relación señal/ruido y se deben evitar las líneas de resonancia y las interferentes83. 
No se obtiene la concentración absoluta del elemento, sino una concentración relativa 
de dicho elemento frente a una referencia. La ventaja principal de este método es que 
cualquier parámetro experimental que pudiera estar influyendo en el resultado, queda 
compensado al realizarse un cociente de intensidades, eliminando posibles variaciones de 
intensidad de la fuente de excitación. Además, se elimina la necesidad de utilizar materiales 
de referencia. Como desventaja puede mencionarse que, para minimizar la heterogeneidad 
del material y el efecto matriz, se requiere realizar un promedio de varios pulsos láser para 
la obtención de cada espectro, lo que puede no ser posible en todos los casos, especialmente 
con muestras valiosas o frágiles.  
 
2.1.2. Calibración basada en parámetros físicos del plasma (Calibration Free-LIBS)  
El método CF-LIBS es un método adecuado para la determinación cuantitativa 
precisa y exacta de la concentración de un elemento en la muestra usando los parámetros del 
plasma, con el fin de evitar la utilización de curvas de calibrado, la necesidad de muestras de 
referencia y patrones internos, y compensar el efecto matriz. Puede ser aplicado a la 
cuantificación de una amplia gama de elementos en cualquier estado (sólidos, líquidos y 
gases). Además, proporciona una reducción del tiempo de análisis cuantitativo de numerosos 
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elementos ya que elimina la realización de curvas de calibrado para cada elemento por 
separado, lo que complicaría el análisis, debido a la alta variabilidad de materiales y 
composiciones elementales. El método se basa en la suposición de que la ablación es 
estequiométrica, existe un equilibrio térmico local (LTE) y, en su formulación inicial, el 
plasma es ópticamente delgado84. Se basa en el cálculo de la temperatura y de la densidad 
electrónica del plasma. 
Ablación estequiométrica 
En LIBS, el impacto del pulso láser sobre la superficie de la muestra produce la 
ablación del material (siempre que se supere el límite de energía necesario para producir la 
sublimación, evaporación y extracción de partículas de la superficie), formando un plasma 
luminoso transitorio a muy alta temperatura (>103 K).  
Para realizar una CF-LIBS, es necesario que la ablación sea estequiométrica, lo que 
implica que la composición de la masa ablacionada por el láser es representativa (tiene la 
misma proporción) de la composición de la muestra, reduciéndose a medida que la 
profundidad del cráter aumenta. 
Es posible producir una ablación estequiométrica realizando una buena selección de 
los parámetros experimentales como la fluencia, longitud de onda del láser y/o el tiempo de 
duración del pulso. 
Equilibrio termodinámico local (LTE) 
Se trata de una aproximación que considera que el volumen del plasma es tan 
pequeño, que tiene un tiempo de relajación tras la pérdida del equilibrio muy corto, por lo 
que podemos asumir que la relajación es instantánea y el subsistema se encuentra en todo 
momento en equilibrio termodinámico con su entorno. La radiación emitida por el plasma 
está determinada por los valores locales de la temperatura y la densidad, debido a que el LTE 
requiere una fuerte interacción láser-materia y cierto aislamiento de regiones a distinta 
temperatura85. Una mayor densidad disminuye los recorridos libres medios de las partículas 
y, por tanto, incrementa la proporción de reacciones.  
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El plasma está compuesto por diferentes tipos de partículas, tanto en estados 
fundamentales como excitados. Por tanto, no existe una temperatura única del plasma, 
pudiéndose definir hasta cuatro:  
- Temperatura electrónica: tan sólo considera la energía cinética de los 
electrones entre colisiones, de acuerdo con la ley de distribución de 
Maxwell-Boltzmann.  
- Temperatura de excitación: es la energía interna de las partículas del 
plasma que da lugar a estados más excitados, de acuerdo con la ley de 
Boltzmann.  
- Temperatura de ionización: distribución de un elemento en su primer 
estado de ionización, según la ley de Saha.   
- Temperatura de radiación: temperatura que, según la ley de Plank, se 
puede asociar a la intensidad de las líneas de emisión detectadas. 
Al estar en constante expansión, el plasma producido por LIBS nunca podrá alcanzar 
el LTE86. Sin embargo, el tiempo de emisión de las especies presentes en el mismo y la 
duración del pulso láser son más pequeñas que el tiempo de vida del plasma, por lo que, 
asumiendo condiciones de equilibrio termodinámico local, la temperatura es la misma para 
todas las especies presentes en el plasma. Así, la emisión predominante al comienzo de su 
vida es la producida por las colisiones electrónicas, lo que permite establecer una temperatura 
característica, que satisface las leyes de Maxwell, Boltzmann y Saha:  
- Ecuación de Boltzmann: la población de un nivel excitado está 
relacionado con la densidad total mediante la siguiente ecuación:  
𝐼𝐼 =  ℎ𝑐𝑐
4𝜋𝜋𝜆𝜆
𝑁𝑁(𝑇𝑇) 𝐴𝐴𝑘𝑘𝑖𝑖𝑔𝑔𝑘𝑘
𝑈𝑈(𝑇𝑇) 𝑒𝑒−(𝐸𝐸𝑘𝑘 𝑘𝑘𝑇𝑇)�   Ecuación 2.1.2.1 
donde λ es la longitud de onda, Aki es la probabilidad de transición, gk es 
la degeneración del nivel superior, Ek es el nivel de energía excitado, T es 
la temperatura (en LTE se supone que Telectrónica ≈ Tionización ≈ 
Tplasma), k es la constante de Boltzmann y U (T) es la función de 
partición. 
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Así, es posible obtener la temperatura del plasma a través de la intensidad 
relativa de dos líneas del mismo elemento en el mismo estado de 
ionización87.  ln 𝑦𝑦2
𝑦𝑦1
= − 1
𝑘𝑘𝑇𝑇
(𝐸𝐸2 − 𝐸𝐸1)     Ecuación 2.1.2.2 
Un procedimiento similar se aplica al cálculo de la temperatura para 
bandas moleculares: ln �𝐼𝐼v′−v′′·𝜆𝜆v′−v′′4
𝑞𝑞v′−v′′
� = 𝐴𝐴 −  𝐺𝐺�v′� ℎ 𝑐𝑐
𝑘𝑘𝐵𝐵 𝑇𝑇𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣    Ecuación 2.1.2.3 
donde A es una constante, 𝜆𝜆v′−v′′  es la longitude de onda de emission 
correspondiente a la cabeza de banda, 𝑞𝑞v′−v′′ =  �∫ ᴪv′(𝑅𝑅)ᴪv"(𝑅𝑅)𝑑𝑑𝑅𝑅∞0 �2 es 
el factor de Franck-Condon y  𝐺𝐺�v
′� ℎ 𝑐𝑐
𝑘𝑘𝐵𝐵
 es la energía vibracional 
normalizada del estado superior vibracional (v’), kB  es la constante de 
Boltzmann, h es la constante de Planck y c la velocidad de la luz. La Figura 
2.1.2.1 muestra un ejemplo del cálculo de la temperatura del plasma para 
la banda molecular de CN.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.1.2.1: Ajuste lineal de Boltzmann para la banda CN B-X (Δv = 0). 
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Para determinar la temperatura del plasma con una mayor exactitud se 
utiliza un mayor número de líneas de emisión. Reformulando la primera 
ecuación obtenemos: 
𝑙𝑙𝑙𝑙
𝐼𝐼𝜆𝜆
𝐴𝐴𝑘𝑘𝑖𝑖𝑔𝑔𝑘𝑘
=  − 1
𝐾𝐾𝑇𝑇
𝐸𝐸𝑘𝑘 + ln 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑈𝑈(𝑇𝑇)  Ecuación 2.1.2.4 
donde F es un factor experimental y C es la concentración del elemento. 
Representando 𝑦𝑦 = ln 𝐼𝐼𝜆𝜆𝑘𝑘𝑖𝑖
𝑔𝑔𝑘𝑘𝐴𝐴𝑘𝑘𝑖𝑖
 frente a 𝑥𝑥 = 𝐸𝐸𝑘𝑘 , se produce un conjunto de 
líneas rectas paralelas (una para cada especie; diferentes estados de 
ionización...) cuya ordenada en el origen coincide con la concentración 
del elemento, y la pendiente es inversamente proporcional a la 
temperatura del plasma. El uso de una mayor cantidad de líneas 
espectrales procura unos resultados más precisos88. 
- Ecuación de Saha-Boltzmann: incluye el análisis de líneas de un elemento 
en diferentes estados de ionización77. 
ln 𝑦𝑦2
𝑦𝑦1
= − 1
𝑘𝑘𝑇𝑇
(𝐸𝐸2 − 𝐸𝐸1 + 𝐸𝐸∞ − ∆𝐸𝐸∞) + ln �2 (2𝜋𝜋𝜋𝜋𝑘𝑘)3 2�ℎ3 𝑇𝑇3 2�𝑁𝑁𝑒𝑒 � Ecuación 2.1.2.5 
Se obtiene una representación similar a la obtenida por la ecuación de 
Boltzmann representando en la misma gráfica las especies neutra e iónica 
para un mismo elemento. Sin embargo, en este caso la temperatura se 
obtiene mediante un proceso iterativo hasta alcanzar la estabilidad en la 
pendiente.  
En cuanto a la densidad electrónica, el plasma requiere alcanzar cierto valor mínimo 
para que sean las colisiones electrónicas y no los procesos radiativos los que provoquen que 
los átomos pasen a estados excitados (criterio de McWhirter)89.  
𝑁𝑁𝑒𝑒 ≥ 1.6 · 1012𝑇𝑇1 2� (∆𝐸𝐸)3cm−3   Ecuación 2.1.2.6 
siendo T la temperatura y ΔE la diferencia de energía entre los niveles de la transición. Esto 
es una condición necesaria, pero no suficiente, para que exista LTE, y suele alcanzarse 
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durante las primeras etapas de vida del plasma. Para asegurar que se obtiene el LTE, se 
aplican además dos criterios adicionales: 
- Comparar las temperaturas obtenidas por las ecuaciones de Boltzmann y 
Saha-Bolztmann.  
- Comparar la distribución de Boltzmann teórica frente a la obtenida 
experimentalmente. 
Existen tres procedimientos para calcular la densidad electrónica:  
1.- El ensanchamiento de líneas Stark (STB)90: ensanchamiento inducido por 
colisiones, resultado de la deformación de los átomos o moléculas cuando rebotan entre sí, 
lo que perturba sus niveles de energía y hace que las frecuencias de las líneas de emisión o 
absorción cambien ligeramente, produciendo el ensanchamiento. El ensanchamiento de 
líneas Stark (ΔλFWHM) se puede calcular mediante la siguiente ecuación: 
ΔλFWHM =  Δλ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑒𝑒𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 −  Δλ𝑖𝑖𝑛𝑛𝑜𝑜𝑖𝑖𝑜𝑜𝑖𝑖𝜋𝜋𝑒𝑒𝑛𝑛𝑖𝑖𝑜𝑜𝑖𝑖    Ecuación 2.1.2.7 
La densidad electrónica (ne) en cm-3 de la línea Hα de Balmer para el hidrógeno está 
relacionada con el ensanchamiento Stark ∆λ𝐶𝐶𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝑆𝑆  en Å mediante la siguiente ecuación91: 
𝑙𝑙𝑒𝑒 = 8.02 × 1012 �∆λ𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝑆𝑆𝛼𝛼1
2�
�
3
2�
    Ecuación 2.1.2.8 
donde α1/2 es la anchura fraccionada Stark en Å, que depende de la temperatura de excitación 
y la densidad electrónica. Para átomos polielectrónicos o iones, la FWHM de una línea con 
ensanchamiento Stark está relacionada con la densidad electrónica en cm-3 por la siguiente 
expresión77:  
∆𝜆𝜆𝐶𝐶𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹
𝑆𝑆 = 2𝑊𝑊� 𝑛𝑛𝑒𝑒
𝑛𝑛𝑟𝑟𝑒𝑒𝑟𝑟
�   Ecuación 2.1.2.9 
donde W es el factor de impacto electrónico en Å, que también es dependiente de la 
temperatura de excitación. Normalmente, el valor de referencia para la densidad electrónica 
Alicia Marín Roldán____________________________________________________________________________ 
52  
en átomos es 1016 cm-3 y para iones 1017 cm-3. 87La Figura 2.1.2.2 muestra un ejemplo del 
cálculo de la densidad electrónica para dos líneas, Hα y O (polielectrónico).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.1.2.2: Densidad electrónica calculada mediante el ensanchamiento Stark para dos líneas, Hα y O, en 
función del tiempo de retraso. 
Como puede observarse en la Figura 2.1.2.2, la elevada densidad de energía a tiempo 
0 µs es suficiente para vaporizar el material, formando un plasma, que contiene la 
información analítica de los elementos presentes en la muestra. Tras formarse la pluma del 
plasma, su alta densidad electrónica puede obstruir parcial o totalmente (plasma shielding) 
la radiación láser incidente, por lo que no toda la energía del pulso alcanzará la superficie de 
la muestra. Este efecto produce espectros donde se observa un elevado fondo correspondiente 
al continuo de emisión, además de aumentar la anchura de las líneas de emisión debido a la 
auto-absorción ocasionada por la alta densidad del plasma. 
2.- El desplazamiento Stark (STS)92 
3.- El desplazamiento calculado en la ecuación de Saha-Boltzmann (SBE)93 
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Plasma ópticamente delgado 
Para poder aplicar CF-LIBS, las medidas deben realizarse bajo equilibrio 
termodinámico local (LTE) y tener un plasma ópticamente fino, es decir, que no esté afectado 
por autoabsorción94. En el tiempo transcurrido entre la emisión y la detección de un fotón 
cualquiera, éste puede ser reabsorbido por otros átomos o iones presentes en el plasma. La 
autoabsorción es muy frecuente cuando se consideran tránsitos que involucran al estado 
fundamental, particularmente cuando la concentración del elemento es elevada.  
Para evitar la autoabsorción se puede95:  
- Evitar el uso de líneas que involucren el estado fundamental. 
- Evitar el uso de líneas con intensidades muy altas, debido a que pueden 
sobreestimar la población real del elemento.  
El plasma es ópticamente delgado cuando la mayoría de los fotones se pueden 
detectar directamente. Así, el método CF-LIBS puede aplicarse al análisis cuantitativo de los 
componentes directamente del punto de impacto láser. Además de estas consideraciones, 
también es importante controlar la homogeneidad de la muestra. El plasma es un sistema 
dinámico en constante evolución e interacción con el medio, produciéndose diferencias entre 
las zonas externas del plasma, más frías y en contacto directo con la atmósfera que lo rodea 
y la zona interna del plasma, más caliente y menos afectada por los alrededores. Por tanto, 
podemos asumir un comportamiento homogéneo considerando el núcleo del plasma.  
El método CF-LIBS requiere la medición de al menos dos líneas de emisión de la 
misma especie, con el fin de calcular la temperatura de los electrones del plasma, así como 
al menos una línea para cada elemento en el plasma, con los parámetros espectroscópicos 
conocidos. Estos datos son utilizados para construir una gráfica de Boltzmann. Como LIBS 
generalmente es capaz de detectar la mayoría de los elementos con una sensibilidad de ppm, 
las mediciones CF-LIBS pueden alcanzar, teóricamente, una precisión muy alta. Sin 
embargo, debe tenerse en cuenta la poca reproducibilidad de la técnica (3% -5%), y que los 
valores de probabilidad de transición son a menudo desconocidos. La excitación multi-pulsos 
puede ser una alternativa para mejorar la sensibilidad de la técnica, ya que proporciona un 
claro aumento de la señal obtenida, líneas de emisión más estrechas y un menor background. 
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2.2 Análisis cualitativo: clasificación de muestras 
El análisis cualitativo se define como el conjunto de procedimientos que buscan 
identificar el tipo de componentes presentes en una muestra, pero sin determinar cantidades. 
Un análisis cualitativo, por lo tanto, está orientado a la identificación de una muestra 
desconocida, revelar cuáles son sus características, determinar la ausencia o presencia de un 
elemento dado (screening) y/o a clasificar una muestra desconocida entre dos a más clases.  
Los métodos de screening (cribado) son sistemas de medida rápidos, que determinan 
la presencia o no de cierto analito en una muestra si se supera cierto nivel, establecido por 
las características del sistema experimental utilizado. El procedimiento para realizar un 
análisis cuantitativo mediante LIBS, es similar al empleado en otras técnicas de 
espectroscopía de emisión. En general, se usa la intensidad de una o varias líneas presentes 
en el espectro. Sin embargo, que no se detecte el analito no implica que la muestra esté libre 
de tal elemento, sino que puede encontrarse por debajo del límite de detección de la técnica. 
Además, pueden existir interferencias espectrales que permitan una identificación errónea. 
Por ello, es deseable contar con un sistema experimental capaz de lograr una alta sensibilidad 
y resolución.  
Definir exactamente la longitud de onda de las distintas líneas observadas es la mayor 
dificultad en el análisis cualitativo. La identificación de la composición elemental de una 
muestra basándose en sus líneas de emisión se realiza mediante bases de datos, siendo la más 
común la National Institute of Standard and Technology (NIST)96. Además de incluir 
información sobre la posición de las líneas de emisión, incluyen información sobre 
intensidades relativas y constantes espectroscópicas (coeficientes de emisión, niveles 
energéticos del tránsito y degeneración, etc).  
Un espectro LIBS es como una “huella dactilar”97, por lo que a través de modelos 
quimiométricos es posible la clasificación de las muestras. En el capítulo 3 se detallarán 
brevemente los modelos quimiométricos más comunes. Para clasificar las muestras, se puede 
utilizar el espectro LIBS completo97 o un conjunto de líneas espectrales de interés, 
dependiendo de la aplicación y del objetivo del análisis, así como del método de clasificación 
utilizado. 
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Por otra parte, cuando se pretende caracterizar una muestra totalmente desconocida, 
se puede estimar su composición analizando agrupaciones espectrales características de 
líneas de ciertos elementos (dobletes, tripletes o multipletes). Para asegurar la presencia de 
un elemento es necesario identificar el mayor número de líneas posible con certeza.   
También puede realizarse un seguimiento de la evolución de un elemento a lo largo 
de un proceso, como el recubrimiento por deposición. El análisis del grosor del material 
depositado suele llevarse a cabo a nivel industrial, lo que permite reducir los desperdicios, 
aumentando así los beneficios.  
Cuando se realiza un análisis cualitativo es necesario evaluar el éxito de la 
clasificación. Para ello, pueden estudiarse varios factores: 
- Correlación espectral 
- Tasa de no clasificados 
- Sensibilidad 
- Especificidad  
- Exactitud 
- Capacidad de generalización 
- Robustez. 
La correlación espectral es el porcentaje de muestras correctamente clasificadas 
sobre el total. Para obtener un modelo de clasificación apropiado, tanto la tasa de 
clasificación incorrecta y la tasa de no clasificados, han de ser lo más bajas posible. 
Para definir la sensibilidad y la especificidad es necesaria la matriz de confusión 
(Tabla 2.2.1). 
Tabla 2.2.1. Matriz de confusión  
  Resultado real 
  Positivo Negativo 
Resultado LIBS Positivo Verdadero Positivo (TP) Falso Positivo (FP) 
Negativo Falso Negativo (FN) Verdadero Negativo (TN) 
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Como puede observarse en la Tabla 2.2.1, cuando ambos resultados son positivos, se 
obtiene un verdadero positivo (TP), y cuando ambos son negativos se obtiene un verdadero 
negativo (TN). Además, cuando el resultado LIBS es positivo pero el valor real es negativo 
se obtiene un falso positivo (FP) y si el resultado LIBS es negativo pero el real es positivo se 
obtiene un falso negativo (FN). Así, la sensibilidad (S) es la probabilidad de que el resultado 
sea positivo y verdaderamente lo sea, mientras que la especificidad (SP) es el término 
contrario, la probabilidad de que el resultado sea negativo y efectivamente lo sea97: 
𝑆𝑆 = 𝑇𝑇𝑇𝑇
𝑇𝑇𝑇𝑇+𝐶𝐶𝑁𝑁
                            𝑆𝑆𝑆𝑆 = 𝑇𝑇𝑁𝑁
𝑇𝑇𝑁𝑁+𝐶𝐶𝑇𝑇
      Ecuaciones 2.2.1 y 2.2.2 
Un valor de S=1 implica que todas las muestras han sido correctamente clasificadas, 
ya que, al ser probabilidades, “S+FN=1” y “SP+FP=1”. 
Además de estos parámetros, la exactitud (A) es: 
𝐴𝐴 = 𝑇𝑇𝑇𝑇+𝑇𝑇𝑁𝑁
𝑇𝑇𝑇𝑇+𝑇𝑇𝑁𝑁+𝐶𝐶𝑇𝑇+𝐶𝐶𝑁𝑁
     Ecuación 2.1.2.3 
Un método de clasificación apropiado debe ser capaz de realizar satisfactoriamente 
estos tres test: 
- Sensibilidad: clasificar correctamente todas las muestras incluidas en el 
entrenamiento.  
- Generalización: clasificar correctamente muestras desconocidas de la misma clase 
no incluidas en el entrenamiento del modelo98. 
- Robustez: evaluar cómo se comporta el modelo cuando se introduce una muestra 
ajena al mismo. Idealmente, cualquier muestra no perteneciente a ninguna clase incluida en 
el entrenamiento debe ser clasificada como desconocida. Para ello, se elimina completamente 
una clase del conjunto de entrenamiento, y se estudia el comportamiento del modelo frente a 
dicha clase.  
Para realizar la identificación de un material desconocido mediante LIBS a partir de 
su espectro de emisión, éste debe ser adquirido con un instrumento que brinde un amplio 
rango espectral y con la mejor resolución posible. La resolución de un instrumento de análisis 
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viene dada por la diferencia entre las longitudes de onda (Δλ) de dos líneas espectrales 
contiguas, y viene expresada por λ/Δλ.  
Como ya se ha mencionado antes, el proceso de detección en la técnica LIBS es 
común a muchas otras técnicas basadas en la emisión atómica. Sin embargo, la detección 
resuelta en tiempo puede aumentar la sensibilidad debido a la alta temperatura electrónica 
del plasma láser. Durante la interacción láser-muestra, tanto la densidad electrónica como la 
temperatura del plasma son particularmente elevadas (1017 – 1020 cm-3 y ≈20 000 K), por 
lo que el espectro está caracterizado por una emisión continua debida a las interacciones ión-
electrón (recombinación y bremsstrahlung), y las líneas atómicas e iónicas están 
superpuestas. Por ello, es particularmente difícil detectar líneas de emisiones débiles de 
elementos menores y trazas (ppm). Para conseguirlo, se puede eliminar la luz blanca intensa 
que se manifiesta en los primeros instantes graduando el intervalo, y acotándolo a la zona 
donde se perciban mejor las emisiones atómicas. De esta manera, los parámetros más 
importantes para la detección resuelta en tiempo son el tiempo entre la formación del plasma 
y el comienzo de la observación de su luz por la ventana del detector, y el período de tiempo 
sobre el cual la luz es registrada por el detector (tiempo de integración de la señal). Estos 
parámetros temporales son altamente dependientes tanto del elemento como de la matriz, por 
lo que deben ser optimizados para cada muestra.  
Aunque la mayoría de las investigaciones con LIBS son cualitativas, sobre la 
distribución espacial de las especies, la técnica también tiene la capacidad de producir 
información cuantitativa de manera confiable. Sus principales ventajas residen en la 
facilidad, la rapidez y la exactitud con que se puede realizar el análisis cualitativo de una 
extensa variedad de sustancias.  
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Capítulo 3: Métodos 
quimiométricos 
 
3.1 Introducción a la quimiometría 
La quimiometría es la disciplina química que aplica métodos matemáticos o 
estadísticos para el análisis y procesamiento de datos químicos. Existen métodos para el 
diseño experimental, el análisis cuantitativo, la optimización de datos, el procesamiento de 
las señales, el reconocimiento de patrones o el modelado99. Aunque ya se habían introducido 
ciertos parámetros estadísticos, como la t de Student o la distribución z de Fisher, no fue hasta 
finales de la década de los sesenta cuando Kowalsky y sus colaboradores publicaron un 
trabajo sobre el entrenamiento de máquinas para el reconocimiento de pautas y en 1972 los 
mismos autores acuñaron el término quimiometría100. Con el desarrollo de ordenadores más 
potentes y sobre todo gracias al algoritmo NIPALS101, se desarrollaron los primeros modelos 
quimiométricos: el análisis de componentes principales (PCA) y el modelado suave 
independiente de analogía de clases (SIMCA). Actualmente, se trata de una metodología 
arraigada en numerosos campos39: química, ingeniería, medicina, ciencias forenses, 
computación, biología, industria, etc.  
Durante el desarrollo de esta tesis se han empleado dos métodos quimiométricos. El 
primero de ellos, PCA para la reducción del número de variables, la visualización del espacio 
multidimensional, la detección de datos anómalos (outliers), y para observar la relación entre 
variables y entre objetos; y las redes neuronales (NN), para la clasificación de muestras. 
Ambos métodos quimiométricos se han utilizado para la correcta clasificación de restos óseos 
de carácter arqueológico. A continuación, se desarrollarán los dos métodos empleados en el 
desarrollo de esta tesis.  
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3.2  Modelos quimiométricos 
La obtención de datos no es suficiente para descifrar la información contenida en el 
objeto de estudio, es necesario interpretarlos y convertirlos en una respuesta adecuada. Para 
alcanzar una clasificación satisfactoria, debe elegirse en cada caso el método quimiométrico 
más adecuado. En la actualidad existen multitud de métodos, cuyas características y 
propiedades hacen de la quimiometría un campo multidisciplinar102: química, medicina, 
farmacia, economía, alimentación…entre otros muchos. A continuación, veremos cómo se 
clasifican los métodos quimiométricos. 
 
3.2.1 Clasificación de los modelos 
Los diferentes métodos quimiométricos pueden clasificarse dependiendo de si el 
modelo necesita un entrenamiento previo o no. De esta manera, están los métodos 
supervisados o no supervisados. En los primeros, existen dos matrices de datos iniciales, la 
de objetos y la de clases, y dos etapas en su aplicación, el entrenamiento y el examen (test). 
En los métodos no supervisados tan sólo existe la matriz de objetos y es necesario definir las 
clases, en función de los resultados obtenidos. 
- Supervisada: si se entrena el sistema. Se presenta una serie de objetos (muestras) 
definidos por multiples variables (X) junto con la identificación de la clase a la que 
pertenecen (Y) para entrenar el modelo. 
- No supervisada: No se asume ningún modelo previo de clasificación, Sólo hay un 
único conjunto de datos (X) la clasificación se basa en cálculos estadísticos.  
Además, según la relación existente entre las variables dependiente e independiente, 
los métodos pueden ser lineales o no lineales. En modelos lineales, los límites entre clases 
serán combinaciones lineales de las variables, mientras que en un modelo no lineal la relación 
será más compleja, por lo que se trata de métodos más sofisticados y con mayor capacidad 
de clasificación.  
También pueden ser clasificados en métodos de clasificación pura y métodos de 
modelado de clases. La principal diferencia es que en los métodos puros el espacio muestral 
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es dividido en tantas regiones como clases se consideren a priori, de modo que todos los 
objetos son asignados a una clase dependiendo de su posición relativa en el espacio 
modelado. Por tanto, es necesario saber que todas las muestras pertenecen a alguna de las 
clases consideradas en el modelo. Por otro lado, los métodos de modelado de clases 
consideran las similitudes de los objetos de una misma clase, definiendo los márgenes de 
separación que separan una clase específica del resto. Así, cada clase es modelada por 
separado, y los objetos que quedan fuera son desconocidos para esa clase. De esta manera, 
los objetos pueden ser asignados a una, varias o ninguna de las clases del modelo, siendo ésta 
la mayor ventaja del modelado de clases. 
Una vez descritas las formas de clasificación de los modelos quimiométricos, se 
enunciarán algunos para cada tipo de clasificación:   
• Métodos no supervisados:  
- Análisis exploratorio de los datos (estadística descriptiva): tiene por 
objetivo identificar las principales características de un conjunto de datos mediante 
un número reducido de gráficas y/o números. Su finalidad es examinar los datos 
previamente a la aplicación de otro método quimiométrico, visualizando las 
relaciones entre muestras y variables, destacando los objetos anómalos (outliners) y 
ayudando en la selección del método más apropiado para la clasificación. Ejemplos: 
análisis de componentes principales (PCA), análisis de agrupamientos (Cluster 
analysis), coeficiente de correlación, análisis de componentes independientes (ICA), 
árbol de expansión mínima (MST) y mapas auto-organizados (SOM).  
• Métodos supervisados: 
- Lineales: análisis discriminante lineal (LDA)103, PLS-DA, SIMCA, entre 
otros. 
- No lineales: los métodos más utilizados son las redes neuronales artificiales 
(NN) y las máquinas de vectores soporte (SVM)104.  
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3.2.2 Etapas para la aplicación de un método quimiométrico  
Para que los resultados obtenidos mediante un método quimiométrico sean fiables, 
los modelos deben ser robustos, deben tener una alta capacidad de generalización y una alta 
sensibilidad y especificidad, y, para ello, el procedimiento para la aplicación de un método 
quimiométrico multivariante consta de ocho etapas fundamentales: 
1º) Registro de la información analítica mediante la adquisición de datos de un 
conjunto representativo de muestras (objetos) a través de una o varias técnicas de análisis. 
2º) Generación de las matrices de datos de forma útil para el modelo.  
3º) Pretratamiento de los datos: minimizar las contribuciones no deseadas que 
disminuyen la reproducibilidad y dan lugar a estimaciones erróneas mediante centrado, 
autoescalado, normalización, deconvolución, filtrado de la señal, sustracción del ruido de 
fondo, ponderación de las variables, aplicación de una función, derivación, etc. 
4º) Selección del modelo quimiométrico para realizar el análisis multivariante. 
5º) Construcción y entrenamiento del método quimiométrico elegido. 
6º) Interpretación y discusión de resultados.  
7º) Validación del modelo: aplicando matrices de datos no utilizadas durante la etapa 
de entrenamiento/aprendizaje del modelo (conjunto de test), que deben ser independientes 
del conjunto de entrenamiento del modelo. También puede aplicarse la validación de cruce 
(leave one out - LOO), donde el conjunto de muestras se divide en bloques y se construye el 
modelo reservando un bloque para comprobar los resultados, y el resto para la construcción 
del modelo. El proceso se repite con cada bloque.  
8º) Predicción de nuevos objetos: utilizando muestras nuevas. 
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3.3 Análisis de componentes principales (PCA) 
El análisis de componentes principales (PCA) es uno de los métodos más importantes 
en quimiometría. El objetivo de este capítulo es presentar este método, proporcionando una 
descripción del análisis de componentes principales. Se trata de un método para la 
exploración de los datos, por lo que es utilizado generalmente como primer análisis antes de 
aplicar cualquier otro método105. Su definición, formulada por Pearson es encontrar líneas o 
planos de ajuste más cercano a los conjuntos de puntos en el espacio106. Se trata de un método 
de proyección multivariante diseñado para extraer y graficar la variación sistemática en una 
matriz de datos. Es muy útil para tener una visión general de los datos, pudiendo revelar 
agrupamientos, tendencias y datos anómalos. La influencia del ruido se minimiza a medida 
que las variables originales son reemplazadas por promedios ponderados, y la interpretación 
y visualización se ayudan enormemente al tener una visión más simple (menos variables) de 
todas las variaciones. El uso principal de la técnica es la reducción de la dimensión como 
paso previo a la aplicación de otros análisis posteriores, con el objetivo de encontrar 
“agrupamientos” en un conjunto de objetos, o para contrastar similitudes o diferencias entre 
los objetos105.  
Normalmente, los datos son procesados mediante un escalado y/o centrado. El 
escalado evita el sobreexpresamiento de los datos con mayor rango numérico, y por tanto, 
varianzas mayores, igualando la contribución de cada variable (Fig. 3.3.1), haciendo que cada 
columna tenga el mismo 'tamaño', para que todas las variables tengan igual oportunidad de 
ser modeladas (el valor medio se resta y luego la variable se divide por su desviación 
estándar)105. Por su parte, el centrado mejora la interpretabilidad del modelo, reposicionando 
cada valor de modo que el valor medio de los datos quede en el origen de los ejes de 
coordenadas (Fig. 3.3.2).  
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Figura 3.3.1: Escalado de los datos y su efecto en las varianzas107. 
 
Tras el pretratamiento de los datos, el punto de inicio para el PCA es una matriz de 
datos X, con I filas (observaciones-objetos) y J columnas (variables), tal como muestra la 
tabla 3.3.1.  
Tabla 3.3.1: Matriz inicial de datos X, con I filas y J columnas.  
  
 
 
 
 
El análisis de componentes principales transforma un conjunto de variables (datos 
originales) en un nuevo conjunto menor de variables (componentes principales), 
Figura 3.3.2: Efecto del centrado en los datos. 
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interrelacionadas entre sí, utilizando combinaciones lineales de las variables originales, 
según la siguiente operación matemática105 (Figura 3.3.4):   
𝑋𝑋 = 𝑇𝑇𝑆𝑆 + 𝐸𝐸 
donde: 
• X es la matriz de datos, con dimensiones I x J (objetos por variables)  
• T es la matriz de puntuaciones o “scores”, con dimensiones I x A (objetos 
número de componentes principales)  
• P es la matriz de cargas o “loadings”, relacionada con las variables con 
dimensiones A x J 
• E es la matriz de residuales. Para datos espectrales, los residuos 
corresponderían a los espectros residuales que proporcionan información 
química importante sobre qué variación espectral no se ha explicado. 
 
Las componentes principales poseen las siguientes características siguientes: 
– Son combinaciones lineales de las variables originales.  
– Son ortogonales entre sí. 
–  El número de componentes principales debe ser, a la vez, pequeño (para que el 
análisis sea eficaz) y suficiente (para asimilar la mayor parte de la información 
de las variables iniciales). 
De esta manera, existen cuatro partes en un modelo PCA: los datos, las puntuaciones 
“scores”, las cargas “loadings” y los residuales. Para obtener T y P pueden aplicarse 
diferentes algoritmos, como la descomposición del valor singular o “Singular Value 
Decomposition” (SVD), o el algoritmo iterativo no lineal mediante mínimos cuadrados 
parciales o “Non Linear Iterative Partial Least Squares” (NIPALS). El SVD obtiene todas 
Figura 3.3.4: Estructura del modelo PCA. 
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las componentes principales de forma simultánea, mientras que el NIPALS obtiene cada 
componente principal de forma secuencial.  
Como medida de la cantidad de variabilidad muestral en una componente se utiliza 
su varianza. La varianza de las variables originales y de las nuevas calculadas será la misma, 
siempre que las variables originales están todas correlacionadas105. Además, cuanto mayor 
sea su varianza, mayor importancia tiene dicha componente para el ajuste del modelo. Así, 
el problema se traduce en maximizar esta varianza eligiendo pesos óptimos105. El análisis de 
componentes principales proporciona los pesos necesarios para obtener la nueva variable que 
mejor explica la variación en el conjunto de datos, siendo la línea del espacio dimensional 
que mejor aproxima los datos105. Esta nueva variable, se llama el primer componente 
principal (Figura 3.3.5). Cada objeto proyectado en la línea de la primera componente se 
conoce como puntuación o “score”. 
 
 
 
 
 
 
 
Dependiendo de los datos y de su variabilidad, una sola componente puede ser 
insuficiente para modelizar la variación sistemática del conjunto de datos. Sin embargo, si el 
porcentaje de variación explicada por la primera componente es demasiado pequeño, se 
calcula una segunda componente principal, que mejora la aproximación de los datos. La 
segunda componente principal se obtiene con un procedimiento análogo, pero añadiendo la 
restricción adicional de que es ortogonal a la primera (Figura 3.3.6). Así sucesivamente, 
buscamos el sub-espacio creado por los vectores, ortogonales dos a dos, que mejor se ajustan 
a la nube de puntos, buscando la dirección que maximiza la varianza con pérdida de 
información mínima.  
Figura 3.3.5: La primera componente principal es la proyección de los datos sobre la línea que explica la 
mayor variabilidad posible. 
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Dos componentes principales definen un plano, donde, si se proyectan los objetos y 
se representan los resultados, es posible visualizar la estructura del conjunto de datos 
investigado. Como ya se ha mencionado antes, los valores de las observaciones en este plano 
se denominan puntuaciones o “scores”, por lo que la gráfica resultante se llama gráfica de 
puntuaciones o “score plot”.  
Tener conocimiento sobre la calidad de los datos puede ayudar a evaluar el número 
de componentes. Sin embrago, en los estudios exploratorios, el objetivo es simplemente 
mirar la variación principal, por lo que solo se usan las primeras componentes. 
 
Figura 3.3.6: La primera y segunda  componentes principales son perpendiculares entre sí107. 
Para determinar qué variables son las que generan los patrones en las observaciones, 
su influencia y como se correlacionan, es necesario realizar la gráfica de cargas o “loadings 
plot”. Geométricamente, las cargas o “loadings” son los nuevos ejes de coordenadas en los 
cuales se proyectan los objetos.  
El significado de las puntuaciones o “scores” viene dado por las cargas o “loadings”, 
que forman la matriz P, y definen la orientación del plano de componentes principales con 
respecto a las variables originales. Algebraicamente, informan de cómo las variables se 
combinan linealmente para formar las puntuaciones o “scores”. Por lo tanto, la carga indica 
cuál es la tendencia y también qué variables no forman parte de la tendencia105. Así, las 
puntuaciones o “scores” nos aportan información sobre las muestras y las cargas o “loadings” 
sobre las variables.  
El modelo PCA es útil para encontrar datos anómalos u “outliners”, que no son más 
que observaciones extremas o que no se ajustan al modelo. Pueden detectarse fácilmente 
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observando la gráfica de puntuaciones o “scores”. Cuando se encuentra un dato anómalo de 
estas características, se debe eliminar del modelo de forma temporal y volver a ajustar el 
modelo con las nuevas variables. Si la muestra no se corrige ni se elimina ese valor atípico, 
el análisis subsiguiente será perjudicado por este valor105. Siempre que haya dudas sobre si 
quitar o no un outlier, es muy instructivo comparar los modelos antes y después de una 
remoción. Si la interpretación o el uso pretendido cambian drásticamente, indica que la 
muestra tiene un comportamiento extremo que necesita ser manejado, mientras que lo 
contrario indica que es de poca importancia si la muestra se elimina. Cuando se ha detectado 
una muestra como un valor atípico, es interesante intentar investigar la razón. Para eliminar 
los valores atípicos u “outliners” de una forma más automática, pueden emplearse los límites 
T2 proporcionados por Hotelling, permitiendo excluir del modelo todos aquellos valores que 
quedan fuera del intervalo de confianza del 95%.  
La matriz E de errores explica la variación de las variables, dando valores entre 0 (sin 
explicación) y 1 (totalmente explicado). Su representación gráfica nos informa de en qué 
medida es contabilizada cada variable por el modelo, es decir, su importancia para el ajuste 
(si aparece en más de una componente principal, en qué componente principal aparece, etc.).  
 
3.4  Redes neuronales artificiales (NN) 
Las redes neuronales artificiales (NN) son un sistema iterativo de cálculo que intenta 
reproducir, de forma simplificada, el funcionamiento del sistema de conexiones que existe 
entre las neuronas del cerebro humano. En una única capa de neuronas, cada neurona recibe 
la información del resto de neuronas, siendo los pesos sinápticos los que controlan el efecto 
que produce la información recibida, que puede ser positivo o negativo, permitiendo la 
adaptación y el aprendizaje para realizar determinada tarea o función108.  
El cerebro humano es extremadamente rápido debido a que contiene más de 1011 
neuronas, cada una conectada con más de 104 pesos sinápticos109. Debido al interés que surge 
de su estudio y la necesidad de comprender más sobre su funcionamiento, surgieron las redes 
neuronales. Las neuronas celulares están formadas por tres partes principales bien 
diferenciadas:  
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- los axones, que son los encargados de transportar el impulso nervioso, 
- las dendritas, que son las encargadas de recibir la información neuronal 
- el cuerpo o núcleo, que mantiene todas las funciones celulares de la neurona 
La despolarización de la membrana celular provoca la transferencia del impulso 
eléctrico a través del axón, produciendo la transferencia de información a través de la sinapsis 
neuronal. Cuando dicho impulso es recibido por la neurona, se liberan neurotransmisores 
químicos, que se unen a los receptores de la neurona post-sináptica110. Modificando el 
número de neurotransmisores liberados y el número de receptores moleculares se puede 
modular la sinapsis.  
 
3.4.1. Redes neuronales artificiales 
En las redes neuronales artificiales, la neurona artificial intenta simular una neurona 
biológica. La sinapsis se representa por una conexión entre dos neuronas y la fuerza sináptica 
por un peso (número real) asociado a esta conexión. Las señales de entrada pasan a las 
neuronas, donde se realiza su suma ponderada y se transforman pasando a través de una 
función de transferencia hacia la salida. De esta manera, la propagación de la señal viene 
dada por las conexiones entre las neuronas y por sus pesos asociados. La Figura 3.4.1.1 
muestra un esquema de la estructura de una red neuronal artificial:  
 
 
 
 
 
 
 
La neurona artificial es un procesador simple que constituye el elemento principal de 
un sistema neuronal artificial. Pueden ser lineales, binarias o sigmoidales. La manera en que 
están conectadas entre sí las neuronas es lo que define las redes, dando lugar a una estructura 
en capas. Así, existe una capa de entrada, donde se reciben los datos, una capa de salida, 
Figura 3.4.1.1: Esquema de una red neuronal artificial. 
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donde se obtienen las respuestas, y una o más capas ocultas, donde se procesa la información. 
Así, la deslocalización de la información proporciona al sistema cierta tolerancia a fallos y 
su capacidad de adaptación al modificar sus conexiones le permite aprender de la experiencia 
y generalizar conceptos.   
El empleo de una red neuronal consta de dos etapas: el entrenamiento y la predicción 
(test) de la red. En el entrenamiento se emplea un conjunto de objetos representativos, para 
optimizar las conexiones neuronales y dotar al sistema de la capacidad para reconocer 
patrones en datos a través de las salidas deseadas, adaptando los pesos de las conexiones en 
respuesta a las señales que le llegan en la capa de entrada. Posteriormente, se utiliza un nuevo 
conjunto de objetos, en este caso desconocidos para el modelo, para realizar un test y estimar 
su capacidad de predicción. 
Existen diferentes tipos de redes neuronales, definidas por: las neuronas, la 
arquitectura de la red y al algoritmo de entrenamiento. A continuación, se detalla cada uno 
de estos elementos. 
 
3.4.2. Modelo de neurona artificial 
Como ya se ha mencionado, una neurona artificial es un procesador simple, que, a 
partir de un vector de entradas, produce una única salida. Existen tres tipos de neuronas 
artificiales: 
1.- Neuronas de entrada: reciben la información desde el exterior. 
2.- Neuronas ocultas: reciben información desde otras neuronas.  
3.- Neuronas de salida: reciben la información procesada por las neuronas ocultas y 
la devuelven al exterior.  
A su vez, las neuronas pueden ser clasificadas como binarias o digitales (si sólo 
admiten dos valores posibles), o continuas o analógicas (si admiten valores dentro de un 
rango determinado). Tenemos tantas neuronas en la capa de entrada como variables, y tantas 
neuronas en la capa de salida como clases a estimar. Utilizar menos neuronas de las 
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adecuadas provoca el funcionamiento incorrecto de la red, mientras que emplear más puede 
llevar a un sobreentrenamiento.  
Los parámetros más importantes de las neuronas artificiales son: 
a) Pesos sinápticos: 
Definen la fuerza de la conexión sináptica entre dos neuronas, pudiendo tomar valores 
positivos (excitador), negativos (inhibidor) o cero (no hay comunicación). Mediante su 
ajuste, la red es capaz de adaptarse a cualquier entorno para realizar una determinada tarea. 
b) Regla de propagación: 
Determina el potencial resultante de la interacción de la neurona con sus neuronas 
colindantes. La más simple y utilizada consiste en la suma ponderada de las entradas y sus 
pesos sinápticos correspondientes. 
c) Función de activación: 
Determina el estado actual de la neurona en base al potencial y al estado anterior de 
la neurona.  
d) Función de salida: 
Proporciona el valor de salida de la neurona en base a su estado de activación. 
 
3.4.3. Arquitecturas 
Una vez definido el tipo de neurona que se va a emplear, es necesario definir la 
arquitectura de la red neuronal. La arquitectura es la organización y disposición de las 
neuronas dentro de la red, y viene dada por el número de capas, la cantidad de neuronas en 
cada capa, el grado de conectividad de las mismas, y el tipo de conexión entre ellas. La 
arquitectura de red influye altamente en los resultados, ya que influye en la modelización de 
las relaciones existentes entre los datos de entrada y los de salida, por lo que es importante 
elegirla cuidadosamente. Dependiendo de las interconexiones entre las neuronas de una red, 
las arquitecturas pueden clasificarse en distintas categorías: 
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• Redes feedforward: 
La información fluye hacia delante a través de dos o más capas de neuronas, siendo 
la capa de entrada la encargada de introducir la información exterior al núcleo de la red. La 
capa de salida es la encargada de transferir el resultado de la red neuronal al usuario, por lo 
que contiene tantas neuronas como clases tenga nuestro modelo. En el interior de la red 
neuronal se encuentran las capas ocultas, que pueden variar su número en función de la 
complejidad del sistema a modelar, y que son capaces de realizar una serie de 
transformaciones en los datos, con el objetivo de encontrar las similitudes entre clases que 
permiten llevar a cabo una clasificación111. Necesitan de un entrenamiento.   
• Redes Recurrentes: 
Presentan caminos de retroalimentación entre todas sus neuronas, por lo que están 
completamente conectadas. Por tanto, cada neurona está conectada a todas las neuronas de 
la siguiente capa, las neuronas de la capa anterior y a ella misma a  través de los pesos 
sinápticos, los cuales son modificados en la etapa de entrenamiento y son recalculados en 
cada iteración o “epoch”112. Su entrenamiento puede ser muy complejo, pero son más 
realistas desde el punto de vista del funcionamiento de las neuronas biológicas, siendo 
capaces de recordar información en sus capas ocultas durante un periodo grande de tiempo, 
pudiendo así realizar predicciones. 
• Redes simétricamente conectadas: 
Sus conexiones entre neuronas son simétricas, es decir, tienen los mismos pesos 
sinápticos en ambas direcciones, pudiéndose distinguir sin embargo dos tipos: sin capa oculta 
o con una o más capas ocultas113. Para su entrenamiento, se maximiza el producto de las 
probabilidades que la red asigna a los vectores binarios del conjunto de datos de 
entrenamiento.  
• Redes Perceptron: 
Está compuesta por dos capas de neuronas, una de entrada, que es la que recibe la 
información proveniente del exterior y la transmite a las neuronas de la capa de salida sin 
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realizar ningún tipo de operación sobre la variable de entrada, y una de salida (Figura 3.4.3.1). 
La función de activación de las neuronas es de tipo binario, donde cada neurona de salida 
representa a una clase. La neurona de salida responde con 1 si el vector de entrada pertenece 
a la clase a la que representa y con 0 en caso contrario. El algoritmo de entrenamiento se 
denomina algoritmo por corrección de errores hacia atrás (back-propagation algorithm), que 
ajusta los pesos de manera proporcional a la diferencia entre la salida actual proporcionada 
por la red y la salida objetivo, con el fin de minimizar el error producido por la red. Se trata 
de un método supervisado y no lineal114. 
 
 
 
 
 
 
 
 
También existen las redes perceptron multicapa, que tienen capas ocultas además de 
la de entrada y salida.  
• Redes ADALINE / MADALINE: 
La función de salida de las neuronas es lineal, y las señales de entrada pueden ser 
continuas. El método de aprendizaje es mediante la regla de mínimos cuadrados, que 
actualiza continuamente los pesos sinápticos de acuerdo a la contribución de cada neurona 
sobre el error total de la red.  
 
3.4.4. Fase de entrenamiento 
Una vez seleccionados el tipo de neurona artificial y la arquitectura de la red, es 
necesario realizar una fase de entrenamiento. Partiendo de un conjunto de pesos sinápticos 
aleatorio, se va refinando iterativamente la solución hasta alcanzar el mínimo error posible 
Figura 3.4.3.1: Esquema de funcionamiento de la arquitectura perceptron. 
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entre los valores obtenidos y los de referencia115.  A continuación, se exponen cinco sistemas 
de entrenamiento de una red neuronal: 
• Entrenamiento supervisado: está controlado por un agente externo, que determina 
la respuesta que debe generar la red respecto a las entradas, emparejando cada 
vector de entrada con su correspondiente vector de salida. Consiste en presentar 
una matriz de entrada, calcular su salida, y determinar la diferencia existente con 
respecto a la salida deseada, modificando los pesos sinápticos, hasta que el error 
conjunto es pequeño y aceptable. 
• Entrenamiento por refuerzo: no se tiene la salida exacta que se desea para una 
entrada determinada, por lo que la función del supervisor es indicar si la salida 
de la red se ajusta a la deseada, con una señal positiva (+), o a un fracaso, con 
una señal negativa (-). Los pesos se ajustan mediante probabilidades.  
• Entrenamiento no supervisado: no requiere la presencia de una agente externo 
para ajustar los pesos de las conexiones entre neuronas, por lo que es capaz de 
auto-organizarse116. Se trata de crear una representación interna de los datos de 
entrada, que ayude a realizar un segundo entrenamiento supervisado o por 
refuerzo. Es capaz de crear una representación de los datos de entrada, similar al 
PCA, pero buscando relaciones no lineales. 
• Método gradiente descendiente: se buscan los pesos que proporcionan un mínimo 
global de la función de error, aunque en muchos casos es suficiente encontrar un 
mínimo local lo suficientemente bueno117, y no la solución correcta. La velocidad 
depende de la rapidez con la que los pesos convergen con sus valores correctos.  
• Algoritmo de propagación inversa o “Back-Propagation”118: es un método 
supervisado basado en el método de gradiente descendiente, donde se distinguen 
dos fases: en la primera, se aplica un patrón de entrada y se propagado hacia las 
distintas capas de la red hasta generar la salida; mientras que en la segunda,  esta 
salida es comparada con la salida esperada, y se calcula el error. Cada neurona 
recibe un valor de error proporcional a su contribución sobre el error global de la 
red, ajustando iterativamente los pesos sinápticos en cada neurona119. De esta 
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manera, la red evoluciona en el sentido de máxima adaptación a los datos de 
entrada.  
3.4.5. Generalización 
Después de realizar el entrenamiento del modelo, la red neuronal puede 
generalizar120, pudiendo realizar predicciones si se utilizan datos que no han sido usados 
durante la etapa de entrenamiento. Para ello, en el entrenamiento la red debe ser capaz de 
extraer las características representativas de las muestras. Sin embargo, si se realiza un 
sobreentrenamiento de la red, se pierde capacidad de generalización del modelo, siendo la 
respuesta de la red a los objetos del entrenamiento muy buena, mientras que la respuesta a 
objetos desconocidos muy pobre. Esto se produce por el uso excesivo de neuronas ocultas en 
la red neuronal, lo que ajustar con mucha exactitud los patrones de entrenamiento, evitando 
que se extraigan las características del conjunto. Este problema se ve agravado cuando los 
patrones de entrenamiento poseen ruido, ya que la red ajusta también el mismo. Con el fin 
de optimizar el tiempo de entrenamiento de la red y evitar el sobreentrenamiento, se deben 
tener en cuenta ciertas consideraciones:  
- La calidad de los datos de entrada: las muestras utilizadas deben definir de forma 
correcta el espacio de aplicación de la red.  
- El orden aleatorio con que se presentan los datos en cada iteración. 
- Realizar la normalización de los datos de entrada. 
- El pretratamiento de los datos: reducir el número de variables de entrada. 
- Validación del modelo: utilizar un segundo conjunto de datos tras el entrenamiento, 
independiente pero representativo, para optimizar el modelo y evitar el sobreentrenamiento39.  
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Como puede observarse en la Figura 3.4.5.1, los pasos a seguir para utilizar la red 
neuronal es elegir la arquitectura y los patrones de aprendizaje y test. Se realiza la fase de 
aprendizaje o entrenamiento y después se realiza el test. Si el resultado es correcto, ya 
tenemos nuestro modelo de red neuronal. Si no es el caso, entramos en un proceso iterativo 
hasta alcanzar el resultado correcto.  
 
3.4.6. Robustez del modelo  
              Para saber si el modelo que hemos entrenado y que es capaz de generalizar es 
robusto, eliminamos una de las clases con las que hemos realizado dicho entrenamiento y 
volvemos a entrenar. Después, esa clase eliminada se utiliza para realizar el test. El modelo 
es robusto cuando considera que es una clase desconocida, puesto que la hemos eliminado 
anteriormente. 
Figura 3.4.5.1: Resumen de los pasos a seguir para la utilización de una red neuronal artificial. 
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Capítulo 4: Instrumentación y 
sistema experimental 
4.1. Instrumentación LIBS   
En este capítulo se van a abordar los aspectos técnicos de la instrumentación para el 
análisis LIBS. En primer lugar, se dará una visión general de la instrumentación necesaria y 
después se describirán los componentes que lo constituyen individualmente. La 
instrumentación necesaria para la obtención de un espectro LIBS es mínima y sencilla y 
además es común a otros métodos de emisión atómica.  
La instrumentación LIBS necesaria se compone de: 
• un sistema eléctrico que suministre energía al equipo, y desde donde efectuar 
los procesos de control del láser, 
• un láser de suficiente potencia para ablacionar el material, normalmente se 
trata de un láser de estado sólido (Nd:YAG), 
• un sistema óptico para focalizar y dirigir el haz láser y para recoger la emisión 
del plasma producido, que suele ser una fibra óptica, 
• un espectrómetro compacto que separe en las diferentes longitudes de onda,  
• un detector,  
• un ordenador con software apropiado para el procesamiento de la 
información. 
Como ya se ha mencionado antes, los componentes básicos de cualquier sistema 
espectroscópico son comunes, pero pueden modificarse las especificaciones y parámetros de 
cada equipo para cada aplicación. A continuación, se describirá en detalle cada uno de estos 
dispositivos. 
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4.1.1. Láser 
La palabra láser es el acrónimo de amplificación de la luz por emisión estimulada de 
radiación (“Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”). Se trata de una 
multiplicación de los fotones que atraviesan una cavidad resonante. En 1956, Gordon Gould 
(USA)  propuso el uso del bombeo óptico para estimular un máser, cuya idea fue después 
desarrollada por Charles Townes (USA), Nokolay Basov (URSS) y Aleksandr Prokhorov 
(URSS), por lo que obtuvieron el Nobel en física en 1964, debido a “su trabajo fundamental 
en el campo de la electrónica cuántica, que ha permitido la construcción de osciladores y 
amplificadores basados en el principio del máser-láser”121. 
Las características únicas de la radiación láser, como su alta intensidad y su 
monocromaticidad, han permitido la realización de experimentos difícilmente realizables sin 
esta tecnología122. Por ello, actualmente se utilizan tanto en investigación como en la 
industria, generando beneficios cercanos a los 104 billones de dólares anuales123, y estando 
presente en numerosas aplicaciones, como las comunicaciones, el procesamiento de 
materiales, servicios militares, aplicaciones médicas y un largo etcétera.  
En el mercado existe una amplia gama de láseres: de CO2, de diodos, etc., siendo los 
más utilizados los de estado sólido, y en particular, los láseres pulsados de Nd:YAG, que 
generan pulsos de nanosegundos. Este tipo de láseres poseen un cristal de granate de Ytrio 
dopado con iones de neodimio (Y3Al5O12) como medio activo (véase Capítulo 1). Para 
pulsos más cortos (femtosegundos) se emplean láseres Ti:Al2O3, pero, la estabilidad, 
potencia, consumo de recursos y precio, hacen del láser de Nd:YAG la elección mayoritaria. 
Durante el desarrollo de esta tesis, se ha empleado un láser de Nd:YAG (Q-Switch activo, 
modelo Brio de Quantel, 1064 nm, 4ns de ancho de pulso, 4 mm de diámetro de haz y 0.6 
mrad de divergencia). Sin embargo, durante las colaboraciones con los profesores J.J. 
Camacho, de la Universidad Autónoma de Madrid, y V. Motto-Ros, del Institute Lumière 
Matière en Lyon, se han usado otras dos configuraciones instrumentales124, que se describen 
más detalladamente en apartados posteriores. 
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Láser de Nd:YAG 
 Es un láser de 4 niveles, donde el sistema de bombeo se realiza a través de una lámpara 
flash de Xe que opera entre 800-820 nm, y cuya línea fundamental de emisión se encuentra 
a 1064.14 nm. Además, estos láseres pueden generar sus armónicos a 532 nm, 355 nm y 266 
nm125. La figura 4.1.1.1 muestra un láser de Nd:YAG, así como el diagrama de los niveles 
energéticos. 
Desde su descubrimiento, el láser de Neodimio (Nd) ha sufrido diversas dopaciones 
del cristal, que mejoraron sus propiedades como medio activo. Se comenzó con el Nd:Vidrio, 
y le siguieron el YAG (Ytrium-aluminium garnet),  el Cr:GSGG y, por último, el YLF. El 
Nd:YAG es un material duro y quebradizo que presenta muy buenas propiedades ópticas, 
mecánicas y térmicas, lo que permite trabajar a altas frecuencias y densidades de energía. 
También posee buena eficiencia, robustez y repetitividad y, a diferencia de los láseres 
gaseosos, no presentan desgaste del medio activo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Láser de TEA:CO2 
El láser de CO2 es uno de los más antiguos, fue desarrollado por Kumar Patel en los 
Laboratorios Bell en 1964 y todavía hoy tiene un gran número de aplicaciones. Se trata de 
un láser con medio gaseoso, que consiste en un tubo de descarga cerrada, con un espejo al 
100% en un lado y un semi-espejo transparente recubierto de seleniuro de zinc en la salida 
lateral, cuya reflectividad es de 5-15%. La Figura 4.1.1.2 muestra un esquema de un láser de 
CO2. 
Figura 4.1.1.1: Láser de Nd-YAG y diagrama de niveles de energía. 
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Figura 4.1.1.2: Esquema principal de un láser de CO2.  
Las transiciones vibrorotacionales de las moléculas CO2 hacen que estos láseres 
emitan en la zona del infrarrojo (IR), por lo que su banda de longitud de onda principal está 
comprendida entre 9,4 y 10,6 μm. En modo continuo, tienen potencia de entre milivatios 
(mW) a kilovatios (kW) y la relación entre la potencia de bombeo y la potencia de salida 
alcanza el 20%, por lo que son muy eficaces.  
Puesto que emite en el infrarrojo, su fabricación requiere de materiales específicos: 
los espejos multicapa son fabricados con silicio, molibdeno u oro, mientras que las ventanas 
y las lentes son de germanio o seleniuro de zinc, o incluso de diamante. Antes se fabricaban 
de cloruro de sodio (NaCl) o de potasio (KCl) debido a su bajo coste, pero tenían una alta 
sensibilidad a la humedad. Debido a que los materiales transparentes en el infrarrojo causan 
importantes pérdidas, se utilizan casi siempre un interferómetro Fabry-Pérot, para así obtener 
líneas muy finas.  
Dada su alta potencia combinada con un coste razonable, los láseres de CO2 se 
utilizan en la industria para el corte, la soldadura, y el grabado, marcar materiales de 
embalaje, o para la separación de pintura selectiva o completa, la eliminación de la 
contaminación o las capas de recubrimiento, y limpiar moldes y herramientas. También se 
utiliza en cirugía, porque trabajan en una longitud de onda muy bien absorbida por los tejidos 
vivos, o en telemetría con fines militares, debido a que la atmósfera terrestre es 
particularmente transparente al infrarrojo.  
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4.1.2. Óptica 
La interacción del haz láser focalizado sobre la superficie de la muestra genera un 
plasma, cuya luz ha de ser dirigida hasta el sistema de análisis de la forma más eficaz posible, 
ya sea utilizando lentes que enfoquen la radiación hasta la entrada del espectrómetro, o 
usando fibras ópticas que la recogen directamente. Además, existen técnicas modernas, como 
es el uso de telescopios (stand-off) para el análisis remoto.  
 
4.1.3. Posicionamiento de la muestra 
Durante el desarrollo de esta tesis sólo se ha trabajado con muestras sólidas, por lo 
que el sistema de posicionamiento de la muestra se llevó a cabo a través de una plataforma 
con movimiento X-Y-Z con desplazamiento de 500 µm. En los experimentos realizados en 
la Universidad Autónoma de Madrid, se empleó una cámara de vacío con posicionador 
rotatorio, que permite controlar las posiciones X-Y. En los experimentos llevados a cabo en 
el ILM de Lyon, el movimiento es a través de motores controlado por ordenador y el 
movimiento mínimo es 1 µm. 
 
4.1.4. Espectrómetros  
Las líneas espectrales que se obtienen por la emisión del plasma producido por la 
ablación láser contienen información sobre la muestra y sobre el gas que rodea al plasma. 
Los espectrómetros son instrumentos que permiten separar las diferentes componentes de la 
luz emitida por el plasma, obteniendo así un espectro que relaciona la intensidad de emisión 
con su correspondiente longitud de onda.  
En la actualidad, existen gran variedad de espectrómetros, entre los que se encuentran: 
Echelle, Czerny-Turner y compactos. Sin embargo, todos tienen en común los siguientes 
parámetros:  
- el rango espectral,  
- la resolución,  
- el tiempo de integración. 
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 Idealmente, cualquier espectrómetro debe abarcar el máximo rango espectral para 
considerar las emisiones del máximo número de elementos y con una resolución 
suficientemente alta como para poder distinguir entre líneas de emisión muy próximas.  
Espectrómetros Czerny-Turner 
Son los más habituales cuando se trabaja con la técnica LIBS debido a su sencillo 
funcionamiento. La radiación proveniente del plasma pasa por una rendija y es colimada 
sobre un espejo, que lo dirige hacia una red de difracción que permite la separación en las 
diferentes longitudes de onda y después es dirigida a un segundo espejo, que la proyecta 
hacia la rendija de salida hacia el detector126. Es posible aumentar o disminuir el rango 
espectral y la resolución del espectrómetro, tan sólo modificando la red de difracción, lo que 
lo convierte en un instrumento muy versátil.  Las redes con muchas líneas permiten altas 
resoluciones, a costa de disminuir el rango espectral. En la Fig 4.1.4.1 se muestra un esquema 
de un espectrómetro tipo Czerny-Turner. 
Figura 4.1.4.1: Esquema de un espectrómetro tipo Czerny-Turner. 
Si se modifica la configuración de los espejos internos del espectrómetro, se puede 
obtener información espacial del plasma, y así observar la formación, expansión y extinción 
de especies y líneas a tiempo real.  
Espectrómetros Echelle 
Poseen una gran versatilidad, y permiten un rango espectral entre 180 - 1000 nm con 
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resoluciones > 0.1 nm127.  Su implementación en sistemas de campo in situ y a nivel industrial 
es fácil debido a que no presentan partes móviles. Sin embargo, su precio suele ser superior 
a los espectrómetros Czerny-Turner y necesitan lámparas para su calibración diaria.  
La Figura 4.1.4.2 representa la configuración de este tipo de espectrómetros. Consta 
de una serie de espejos y lentes de corrección para colectar y dirigir la radiación a una red de 
difracción. La luz incidente es difractada por un prisma y un segundo elemento dispersivo 
perpendicular a la red actúa como un "separador de orden" o "dispersor cruzado" en la 
trayectoria del haz. 
 
 
 
 
 
Figura 4.1.4.2: Esquema de un espectrómetro Echelle. 
Espectrómetros compactos 
Para llevar a cabo medidas in situ son necesarios equipos capaces, pequeños, 
robustos, portátiles y con un consumo bajo de electricidad. Los espectrómetros compactos 
poseen una red de difracción fija, que permiten obtener un espectro en un rango espectral y 
con una resolución que se seleccionan en función de la aplicación, modificando la posición 
de la red de difracción. La Figura 4.1.4.3 muestra el esquema de un espectrómetro compacto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1.4.3: Espectrómetro compacto tipo Czerny Turner. 
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4.1.5. Detectores 
El detector mide la intensidad de la radiación a cada longitud de onda, previamente 
separada por el espectrómetro. Existen muchos tipos de detectores: térmicos, tubos 
fotomultiplicadores o sistemas “array” de fotodiodos. Sin embargo, casi todos ellos han sido 
remplazados por sistemas electrónicos, como Charge Coupled Devices (CCD), 
Complementary Metal Oxide Semiconductors (CMOS) y los CCD intensificados (ICCD). 
En los espectrómetros convencionales el detector se acopla a su salida. Sin embargo, los 
espectrómetros compactos lo llevan incluido en el interior. 
Dispositivos acoplados de carga (CCD) 
Willard Boyle y George E. Smith obtuvieron el premio Nobel en Física en el año 2009 
por la invención, en 1969, de un circuito de formación de imágenes y el sensor CCD. Están 
compuestos por materiales semiconductores, de forma que cuando un fotón índice sobre 
ellos, producen electrones, que pueden ser acumulados y medidos eléctricamente en una 
estructura de píxeles en forma de matriz. Posteriormente, la carga acumulada se transforma 
en voltaje, produciendo a su salida un espectro o imagen.  
Dispositivos intensificados acoplados de carga (ICCD) 
Multiplica los fotones incidentes, permitiendo la obtención de espectros o imágenes 
en condiciones de luz extremadamente bajas, o usando tiempos de exposición muy cortos.  
Están formados por tres componentes:  
- un fotocátodo, que transforma los fotones incidentes en electrones, 
- un disco de microcanales, que multiplica los fotoelectrones  
- una lámina de fósforo, que transforma de nuevo los electrones en fotones, y los 
dirige, mediante un recubrimiento de aluminio, al sensor CCD.  
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4.2. Sistemas experimentales empleados 
4.2.1. Sistema experimental utilizado en la UCM 
Emplea un láser de Nd:YAG con Q-Switch activo (Quantel, modelo Brio), con línea 
fundamental a 1064 nm, una duración de pulso de 4 ns, un diámetro de haz de 4 mm y 
divergencia de 0,6 mrad. El haz láser se focaliza con una lente de 100 mm de distancia focal. 
La emisión del plasma se recoge mediante un colimador de sílice fundido y una fibra óptica 
acoplada a un espectrómetro EPP2000, StellarNet (Tampa, FL, U.S.A.) con un detector CCD 
y una resolución espectral de ± 0,5 nm en el intervalo de longitudes de onda de 200 a 1000 
nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2.1.1: Esquema de la instrumentación utilizada en la Universidad Complutense de Madrid.  
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4.2.2. Sistema experimental utilizado en la UAM 
Durante el desarrollo de esta tesis se ha colaborado con el laboratorio del Prof. J.J. 
Camacho, de la Universidad Autónoma de Madrid, donde se ha podido utilizar la siguiente 
instrumentación128. Se empleó un láser gaseoso de TEA:CO2. El haz láser se enfoca en la 
superficie de la muestra mediante una lente de NaCl con una distancia focal de 25 cm. El 
posicionamiento de la muestra se realiza en una cámara de vacío con un sistema de 
translación XY más rotación. Se disminuye la energía de salida del láser utilizando un 
atenuador óptico variable motorizado mediante un polarizador de cavidad extra y una placa 
de media onda, mientras que para estimar las pérdidas se utiliza un detector piroeléctrico, 
antes y después de la lente. Para los estudios resueltos en tiempo, se utiliza un espectrómetro 
Shamrock 500i de triple tránsito de 0,5 m (2400, 1800 y 1200 líneas/mm). El sistema de 
detección está acoplado a una cámara ICCD (Andor iStar DH-734).  
 
Figura 4.2.2.1: Esquema de la instrumentación utilizada en la Universidad Autónoma de Madrid. 
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4.2.3. Sistema experimental utilizado en el ILM (Lyon, Francia) 
La configuración instrumental consiste en la combinación de un microscopio óptico, 
un láser LIBS, un aparato estándar de imágenes ópticas y una plataforma motorizada 
tridimensional (para el posicionamiento de la muestra)129. El láser empleado es de Nd:YAG, 
con línea fundamental de emisión a 1064 nm  y pulsos de 5 ns (Centurion, Quantel), centrado 
verticalmente mediante un objetivo de 15x aumento (LMM-15X-P01, Thorlabs), tal y como 
puede observarse en la Figura 4.2.3.1. Además, posee un sistema de enfoque automático 
(autofocus). La luz emitida por el plasma se recoge mediante dos fibras ópticas, conectadas 
a dos espectrómetros Czerny-Turner: un Shamrock 500 y un Shamrock 163 (ambos de Andor 
Technology), equipados con redes de 600 l/mm y 1200-l/mm, respectivamente. Ambos 
espectrómetros están equipados con cámaras ICCD, sincronizadas con el Q-switch del láser 
y tienen una resolución espectral de aproximadamente 0,15 nm. El movimiento de la muestra 
se sincronizó con el disparo láser para así realizar los experimentos de mapeo a la máxima 
velocidad posible, explorando la superficie de la muestra línea por línea. La energía del láser 
se controla mediante un medidor de potencia y un atenuador controlado por ordenador 
(ATT1064, Quantum Composers).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 4.2.3.1: Esquema de la instrumentación utilizada en el ILM (Lyon, Francia). 
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Capítulo 5: Geoquímica: análisis 
de espeleotemas mediante LIBS 
 
La paleoclimatología estudia las grandes variaciones climáticas y sus causas a lo largo 
de la historia climática de la Tierra, que muestra una sucesión de periodos fríos y cálidos, 
observando los valores climatológicos pasados para poder predecir las posibles variaciones 
del clima en el futuro. Para ello se emplean multitud de registros o indicadores climáticos, 
como los perfiles de hielo, las relaciones isotópicas, el paleomagnetismo o las relaciones 
elementales Mg/Ca, Sr/Ca, analizándolos en materiales con largos periodos de crecimiento a 
lo largo del tiempo, como es el caso de los espeleotemas. Los espeleotemas son depósitos de 
carbonato de calcio que se forman en las cuevas a partir del agua de goteo que se filtra a 
través de la roca y poseen una estratigrafía interna producida por la adición sucesiva de capas, 
que refleja su crecimiento durante cientos o miles de años, así como los cambios geoquímicos 
producidos por parámetros ambientales, como la temperatura y la precipitación, 
incorporando cantidades variables de elementos traza. Así, reconstruir cambios climáticos 
pasados. Este capítulo detalla la aplicación de la técnica LIBS para el desarrollo de una 
metodología de análisis con el fin de realizar estudios paleo-climáticos en espeleotemas. 
 
5.1 Preparación de las muestras  
La estalagmita estudiada fue reconstruida a partir de varias piezas rotas recogidas en 
la sala Buda, en la parte más interior de la cueva Kaite (Burgos, noroeste de España), tal y 
como se muestra en la figura 5.2.1, y que se conservan en la colección del Departamento de 
Estratigrafía de la Universidad Complutense de Madrid. Dicha cueva está siendo estudiada 
en el marco de un programa de investigación paleoclimático más amplio.  
Alicia Marín Roldán____________________________________________________________________________ 
90  
 
  Figura 5.2.1: Mapa de la localización de la cueva Kaite. 
La estalagmita, llamada Buda-100, tiene forma cónica y muy alargada (112 cm de 
largo, 5 a 6 cm de diámetro), compuesta exclusivamente de calcita (fibrosa columnar en la 
parte axial y dendrítica en algunas áreas periféricas), y con una estratigrafía interna definida 
por una laminación de crecimiento a escala micrométrica. La datación por uranio indica que 
la estalagmita pertenece al Holoceno medio, y confirma el carácter anual de la laminación. 
La estalagmita se preparó para los análisis de acuerdo al siguiente protocolo:  
1) cada pieza se cortó verticalmente a lo largo del eje de crecimiento;  
2) se prepararon 19 láminas de 5x8x0.5 cm con un espesor de 500 micras;  
3) se pulió la superficie de cada sección petrográfica.  
Las figuras 5.2.2 y 5.2.3 muestran el espeleotema completo y una sección del mismo. 
La cueva Kaite tiene 350 m de longitud máxima y se encuentra a 12-20 m por debajo de la 
superficie, topográficamente aislada de los principales niveles del complejo kárstico de Ojo 
Guareña y a 860 m sobre el mar, por lo que el área tiene un clima relativamente húmedo y 
templado, con temperaturas medias anuales de 10-11 ° C (aunque varían notablemente según 
las estaciones: >18 ° C en julio-agosto, y < 5 ° C en enero-febrero). El programa de monitoreo 
comenzó en 2002 en Las Velas Hall, una pequeña galería adyacente a Buda Hall, ambas 
separadas 340 m de la entrada principal, que registra un goteo variable estacionalmente, una 
temperatura de 10,40±0,04 ° C y una humedad relativa > 99%130, por lo que existen 
abundante cantidad de espeleotemas, que siguen creciendo en la actualidad. La roca madre 
de la cueva está compuesta por calizas del Cretácico Superior, que muestran dolomitización 
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parcial, mientras que la edad de la estalagmita, obtenida por ICPMS en el Laboratorio de 
Isótopos de Minnesota, oscila entre 4,9 y 0,9 ka BP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2.3: sección del espeleotema. 
Figura 5.2.2: espeleotema completo. 
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Además, para el estudio de imágenes elementales se utilizó la muestra SLX 2B, que 
es una losa longitudinalmente pulida de una estalagmita recuperada de la Galería Sílex de 
Cueva Mayor en la provincia de Burgos (42 ° 21.53'N, 3 ° 31.1'W) con el permiso otorgado 
por la Junta de Castilla y León y el apoyo del Grupo Espeleológico Edelweiss (Ex. Dip. Prov. 
Burgos). La muestra se consideró para estudios paleoclimáticos en el marco de los proyectos 
de investigación CLISP/RECCE. Se almacena en el Departamento de Estratigrafía de la 
Universidad Complutense de Madrid. Este espeleotema se recogió de una galería fuertemente 
aislada donde la temperatura permanece casi constante a lo largo del año a aproximadamente 
10,6 ± 0,1 °C, la humedad relativa es cercana al 100% y no existen corrientes de aire 
significativas. 
 
5.2 Evaluación de la técnica LIBS para la detección de la variación de 
elementos traza en espeleotemas 
 Este trabajo ha sido publicado en Journal of Applied Laser Spectroscopy con la 
siguiente referencia bibliográfica: 
 “Evaluation of Laser Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS) for detection of trace 
element variation through stalagmites: potential for paleoclimate series reconstruction”. A. 
Marín-Roldán, J. A. Cruz, J. Martín-Chivelet, M. J. Turrero, A. I. Ortega, J. O. Cáceres. 1 
(2014) 7-12. 
Resumen 
Se evalúa el potencial de la técnica LIBS para la caracterización de elementos traza 
(Mg/Ca y Sr/Ca) en espeleotemas (depósitos en cuevas de carbonato de calcio, como las 
estalagmitas), que se utilizan para reconstruir series temporales del cambio climático pasado. 
Estos materiales geológicos poseen una estratigrafía interna relativamente simple que refleja 
su historia de crecimiento, y los cambios geoquímicos pueden reflejar variabilidad en 
parámetros ambientales como la temperatura y las precipitaciones. En este trabajo, se realiza 
la caracterización de parámetros metodológicos y experimentales, como la preparación, 
tamaño y representatividad de las muestras, y la sensibilidad, linealidad y replicabilidad de 
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la técnica LIBS, que revelan el alto potencial de la técnica y muestran claras ventajas frente 
a otras técnicas de uso común. 
 
5.2.1. Introducción 
Las características de la técnica LIBS presentan ventajas frente a otros métodos de 
análisis para la detección de las variaciones de elementos traza en muestras geológicas, 
convirtiéndola en una herramienta con un alto potencial para el análisis geoquímico. Otros 
autores han realizado ensayos preliminares con muestras de espeleotemas14, pero ésta es la 
primera vez que se realiza una caracterización sistemática, validando los resultados mediante 
pruebas de homogeneidad y reproducibilidad del análisis. 
La variación en la concentración de elementos traza a lo largo del crecimiento de una 
estalagmita se pueden utilizar como indicadores paleoambientales o paleoclimáticos, debido 
a que su tasa de incorporación a la calcita está controlada indirectamente por factores 
ambientales, como la temperatura o las precipitaciones. Por ello, se han realizado análisis 
mediante LIBS para la obtención de relaciones Mg/Ca y Sr/Ca en espeleotemas para 
reconstruir los cambios ambientales del pasado. La premisa es que los pequeños cambios de 
temperatura del aire de la cueva y las pequeñas variaciones que se producen en las tasas de 
crecimiento de la estalagmita no afectan significativamente a los coeficientes de distribución 
del Mg y Sr por lo que mayoritariamente depende del agua de goteo. Debido a que su 
composición depende de las interacciones suelo-agua y agua-roca que se producen antes de 
que el agua llegue a la cueva, cualquier cambio en el suelo o en los parámetros climáticos, 
como la precipitación y la temperatura, puede modificar su hidroquímica, y, por tanto, la 
concentración de los elementos traza presentes en la estalagmita.  
La figura 5.2.1 muestra un espectro LIBS de emisión típico desde 200 nm hasta 1000 
nm correspondiente a la muestra de espeleotema medido a presión atmosférica. Además, se 
muestra una sección de la imagen óptica donde se puede apreciar la estratigrafía de la 
muestra, alternando capas oscuras y claras. La región espectral seleccionada contiene las 
líneas de emisión más significativas en este tipo de muestras, identificándose líneas 
espectrales correspondientes a Ca, Mg, y Sr, principalmente, que fueron asignadas utilizando 
la base de datos NIST96. 
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Figura 5.2.1: Principales líneas de emisión recogidas en un espectro típico de espeleotema.  
5.2.2. Procedimiento experimental 
El sistema experimental se ha descrito en el Capítulo 4 de esta tesis. En este caso se 
han empleado una fluencia del láser de 20 J/cm2 y una tasa de repetición de 1 Hz. Para 
eliminar todas las impurezas en la superficie se realizaron 3 disparos de láser antes de realizar 
promedios de 20 pulsos en cada posición individual, para obtener un espectro. Como ya se 
ha mencionado con anterioridad se seleccionaron las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca debido a que 
son indicadores paleoclimáticos. 
 
5.2.3. Resultados 
Para que la comparación entre la intensidad de emisión de las líneas espectrales y la 
respuesta analítica sea lo más precisa posible, es imprescindible que no exista ninguna 
variación significativa en la temperatura del plasma durante las medidas. Para controlar la 
variación de la temperatura del plasma se puede controlar la relación existente entre dos 
líneas espectrales atómicas (ver epígrafes 6.1.2. y 6.1.3). La temperatura del plasma se ha 
estudiado mediante la relación de intensidades de emisión de dos líneas de calcio: Ca (I) en 
430,8 nm y Ca (I) en 445,4 nm. La Figura 5.2.3.1 muestra que la temperatura del plasma se 
mantiene casi constante a lo largo de las mediciones, lo que reduce al mínimo el efecto matriz 
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y proporciona resultados más precisos, ya que las variaciones de intensidad de emisión de 
los elementos presentes en la muestra sólo pueden ser atribuidas a cambios en la 
concentración elemental. 
 
PRUEBA DE HOMOGENEIDAD 
Para verificar la homogeneidad de la muestra, se realizaron doce mediciones Mg/Ca 
y Sr/Ca a lo a lo largo de una única capa de crecimiento (anual). La figura 5.2.3.2 muestra 
los resultados obtenidos para comprobar la continuidad lateral de la capa de crecimiento, 
mientras que la figura 5.2.3.3 muestra una imagen óptica de la capa delgada donde se 
realizaron las pruebas, mostrando los cráteres dejados por los pulsos láser. 
 
 
Figura 5.2.3.1: Relación de intensidades de emisión de las líneas de calcio en a) en la misma capa 
estratigráfica, y b) en dos líneas paralelas a lo largo del eje de crecimiento del espeleotema.  
Figura 5.2.3.2: resultados de Mg/Ca y Sr/Ca a lo largo de una capa anual de crecimiento. 
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Como puede observarse Figura 5.2.3.3, incluso con el sistema de posicionamiento 
micrométrico, la estratigrafía de la muestra no permite el rastreo en la misma capa para los 
primeros cuatro valores, que están claramente fuera y cuyos valores de intensidad también 
están fuera de la tendencia observada. Sin embargo, se observa una alta correlación estable 
entre las relaciones Mg/Ca y Sr/C, mostrando uniformidad de capa y repetibilidad anuales. 
PRUEBA DE REPETIBILIDAD 
La repetibilidad analítica se evaluó midiendo las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca de 140 
puntos individuales a lo largo de dos líneas separadas por 3 mm, paralelas al eje de 
crecimiento de la estalagmita en la misma sección delgada. La figura 5.2.3.4 muestra las dos 
líneas de análisis realizadas sobre la superficie del espeleotema. Esta prueba permite evaluar 
la estabilidad y las irregularidades/fusiones dentro de las capas anuales, lo que podría tener 
una gran influencia en el análisis. Sin embargo, los resultados (Figura 5.2.3.5) muestran una 
buena concordancia. Los valores de RSD obtenidos corresponden a una elevada 
heterogeneidad de la superficie de un punto a otro adyacente debido a la estratigrafía de la 
muestra.  
 
 
Figura 5.2.3.3: cráteres resultantes del análisis por LIBS en una misma capa de crecimiento.  
Figura 5.2.3.4: cráteres resultantes del análisis por LIBS en el análisis de repetibilidad.  
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Como se ve puede observar en esta figura, la tendencia de las relaciones de intensidad 
Mg/Ca y Sr/Ca en las líneas paralelas a lo largo del eje de crecimiento es muy similar y los 
máximos y mínimos se mantienen en ambas líneas. Las pequeñas diferencias observadas 
pueden ser explicadas por la concentración de Ca, que también varía a lo largo del eje de 
crecimiento.  
Los resultados muestran que, a pesar de la heterogeneidad de la muestra, las muestras 
geológicas de este tipo pueden ser adecuadamente analizadas por LIBS. Por otro lado, las 
pruebas de homogeneidad y reproducibilidad demuestran dos aspectos:  
1) la continuidad lateral uniforme resalta la sensibilidad de la técnica LIBS 
2) posee resolución suficiente desde el punto de vista geológico, como lo demuestra 
el análisis de sucesión microestratigráfica. Además, el ensayo demuestra que las 
muestras no habían sufrido procesos de disolución y/o recristalización que 
pudieran alterar la composición. 
 
5.2.4. Conclusiones 
LIBS ha sido empleado satisfactoriamente para la detección de variaciones 
elementales a lo largo del eje de crecimiento de la estalagmita, mostrando su potencial para 
la reconstrucción de series paleoclimáticas. A pesar de la heterogeneidad de la muestra, la 
Figura 5.2.3.5: relaciones Mg/Ca y Sr/Ca obtenidas por LIBS de 140 puntos individuales a lo largo de dos 
líneas separadas por 3 mm, paralelas al eje de crecimiento de la estalagmita en la misma sección delgada  del 
análisis para el análisis de repetibilidad.  
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técnica LIBS proporcionó resultados precisos, tal y como lo demuestran los ensayos de 
repetibilidad y replicabilidad. 
Aunque la técnica LIBS sólo vaporiza una pequeña fracción de la muestra en cada 
disparo láser, proporciona buena sensibilidad analítica de los elementos traza presentes en el 
espeleotema y permite la replicabilidad del análisis de alta velocidad, incluso para series 
largas. La reconstrucción de series paleoclimáticas en espeleotemas suele implicar grandes 
cantidades de análisis geoquímicos realizados a partir de muestras minúsculas, por lo que el 
LIBS ha demostrado ser una técnica analítica capaz de lograr un buen equilibrio entre el 
volumen de material, la precisión y exactitud de los resultados, y la velocidad y el coste del 
proceso analítico.  
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5.3 Elementos traza como indicadores del paleoclima  
Este estudio ha sido realizado en colaboración con el grupo “Paleloclimatología y 
Cambio Climático” de la UCM, habiéndose llevado a cabo por Juncal A. Cruz y la doctoranda 
de la presente tesis.  
Esta línea de trabajo ha dado lugar a dos publicaciones en Environmental Earth 
Sciences con las siguientes referencias bibliográficas: 
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 “Long-term hydrological changes in northern Iberia (4.9–0.9 ky BP) from speleothem 
Mg/Ca ratios and cave monitoring (Ojo Guareña Karst Complex, Spain)”. J. A. Cruz, M. J. 
Turrero, J. O. Cáceres, A. Marín-Roldán, A. I. Ortega, A. Garralón, L. Sánchez, P. Gómez, 
M. B. Muñoz-García, R. L. Edwards, J. Martín-Chivelet. 74 (2015) 7741-7753. 
“Trace Elements in Speleothems as Indicators of Past Climate and Karst 
Hydrochemistry: A Case Study from Kaite Cave (N Spain)”. J.A. Cruz, J. Martín-Chivelet, 
A. Marín-Roldán, M.J. Turrero, R.L. Edwards, A.I. Ortega and J.O. Cáceres. 1 (2015) 569-
577. 
A continuación, se resumen los resultados más destacables obtenidos mediante LIBS.   
 
Resumen 
Se han realizado 2400 análisis Mg/Ca, analizando una estalagmita perteneciente al 
Holoceno procedente de la Cueva Kaite (Complejo Karst Ojo Guareña, Burgos, N España) 
mediante espectroscopia de ablación láser (LIBS), con el objetivo de obtener una serie de 
alta resolución a lo largo de la estratigrafía de la estalagmita. Los análisis LIBS producen 
información sobre los cambios significativos en las relaciones de intensidad Mg/Ca y Sr/Ca 
a través de la estalagmita, reflejada en la concentración inversa de la concentración de los 
elementos traza entre el agua de goteo y el espeleotema, lo que revela una variabilidad 
interanual en las precipitaciones.  
 
5.3.1. Introducción 
La Paleoclimatología es el estudio del cambio climático durante toda la historia de la 
Tierra, ya que ésta ha intercalando periodos fríos (glaciaciones) y periodos cálidos. 
Actualmente estamos en una era glacial, pues tenemos un continente permanentemente 
helado: la Antártida. Dentro de una era glacial se producen igualmente periodos fríos 
(glaciares) y periodos cálidos (interglaciares). La emisión creciente de gases de efecto 
invernadero a la atmósfera tiene resultados inciertos en el clima, lo cual afecta a todos los 
seres vivos. Por ello, la Paleoclimatología adquiere una mayor relevancia, ayudando a prever 
los posibles cambios futuros y a obtener una mejor comprensión del sistema climático. Los 
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indicadores de la evolución del clima terrestre son variados: huellas glaciales, sondeos de 
hielo, sondeos de sedimentos del fondo marino, los anillos de los árboles, las medidas 
instrumentales de las variables meteorológicas, y, el que aquí nos ocupa, el registro de 
elementos traza en espeleotemas (estalagmitas, estalactitas, etc) 
Aunque la mayoría de las estalagmitas están compuestas de carbonato de calcio casi 
puro, se pueden incorporar diferentes elementos traza, como el Mg y el Sr, cuya 
concentración depende de múltiples factores, determinados por el ambiente de la cueva, la 
roca huésped y los procesos de la superficie131,132. Suponiendo que los coeficientes de 
distribución del Mg y Sr son aproximadamente constantes a través del tiempo, las variaciones 
en las proporciones de Mg/Ca y Sr/Ca en la estalagmita están relacionados con el agua de 
goteo y, por tanto, con los patrones de precipitación. Como las estalagmitas suelen crecer 
durante largos períodos de tiempo, pueden registrar cambios en la concentración de los 
elementos traza, que pueden ser interpretados en términos paleoclimatológicos. El análisis 
de las variaciones en la concentración de elementos traza, como el magnesio o el estroncio 
durante el crecimiento de los espeleotemas ha demostrado tener un alto potencial como 
herramienta para reconstruir cambios pasados debido a la hidrología, la lluvia, y la 
temperatura133. Sin embargo, el uso de los elementos traza en espeleotemas como 
paleoindicadores requiere técnicas analíticas capaces de detectar los pequeños cambios de 
composición en micromuestras que representen intervalos de tiempo tan cortos como una 
estación o un año. Dado que los espeleotemas producen series temporales de cientos o miles 
de años, las técnicas analíticas deben ser prácticas y relativamente baratas. Para ello, la 
espectroscopia de ablación láser (LIBS) proporciona un enorme potencial, ya que la técnica 
da suficiente sensibilidad analítica a los elementos traza más abundantes, y es notablemente 
rápida y asequible134.  
 
5.3.2. Procedimiento experimental 
Las mediciones LIBS se obtuvieron utilizando el equipamiento descrito en el Capítulo 
4, perteneciente a la UCM.  
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5.3.3. Análisis mediante LIBS  
Los datos geoquímicos de Mg y Sr en la muestra Buda-100 se obtuvieron mediante 
LIBS (con el equipo descrito en el Capítulo 4) sobre la superficie pulida de las 19 secciones 
delgadas (de 5-8 cm, 500 µm de espesor) preparadas para petrografía y colocadas sobre un 
posicionador micro-métrico manual X-Y-Z con desplazamiento de 0,5 mm. Para la obtención 
de cada espectro, se realizaron promedio de 20 disparos, con tres disparos de limpieza 
previos. La Figura 5.3.3.1 muestra un espectro LIBS y un detalle de las líneas espectrales 
observadas. 
 
 
 
 
 
 
Para minimizar el efecto matriz (debido a la heterogeneidad, rugosidad, variaciones 
en el microporosidad, etc. de la superficie de la muestra), los datos obtenidos mediante LIBS 
se muestran como la relación de intensidades Mg/Ca y Sr/Ca, siendo el Ca el estándar interno.  
Los datos Mg/Ca obtenidos por LIBS se validaron mediante la realización de un 
análisis por medio de plasma acoplado inductivamente a espectroscopía de emisión (ICP-
OES). Este análisis fue llevado a cabo por Juncal A. Cruz en el Centro Nacional de 
Investigación de la Evolución Humana (CENIEH), en Burgos (España). Debido al método 
de obtención de las muestras mediante perforación de la estalagmita, los resultados de ICP-
OES son promedios de aproximadamente 10-20 capas anuales de crecimiento, mientras que 
los resultados de LIBS corresponden al tiempo de crecimiento de varios meses. Debido al 
diferente tamaño de las muestras, no pueden obtenerse coincidencias perfectas, pero se ha 
obtenido una correlación razonablemente buena entre los dos registros, tal y como puede 
apreciarse en la Figura 5.3.3.2: 
Figura 5.3.3.1: Izquierda) espectro típico LIBS para la muestra BUDA-100, Derecha) detalle ampliado del 
espectro, donde se observan las líneas asignadas. 
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Estos datos apoyan el hecho de que las mediciones mediante LIBS muestran 
representativamente los cambios en el contenido de elementos traza en el espeleotema a 
través del tiempo, y, por tanto, se pueden utilizar para la interpretación paleoclimática.  
Se realizaron 2400 mediciones Mg/Ca y Sr/Ca mediante LIBS a lo largo de la sección 
longitudinal de la muestra Buda-100. La serie paleoclimática así obtenida, refleja la 
variabilidad estacional en la composición del espeleotema, que se expresa como variaciones 
en las relaciones de intensidad Mg/Ca y Sr/Ca. Estas series se representan gráficamente en 
la Fig. 5.3.3.3, donde se ha realizado un suavizado (“smooth”) de los datos mediante la 
realización de promedios de nueve periodos para una mejor visualización de los mismos. 
Figura 5.3.3.2: Correlación de las tendencias entre los datos Mg/Ca obtenidos mediante LIBS y los datos de 
Mg obtenidos mediante ICP-OES. 
____________Capítulo 5: Geoquímica: análisis de espeleotemas mediante LIBS_____ ________  
103  
La relación Mg/Ca parece ser más sensible a los cambios en la precipitación que la 
relación Sr/Ca, aunque ambos parámetros presentan cierta correlación en las escalas 
estacionales. 
Los cambios paleohidrológicos que ocurrieron en la región de la cueva a través del 
tiempo vienen reflejados en el registro Mg/Ca de la Fig. 5.3.3.4. Las variaciones en la 
relación de intensidades Mg/Ca del espeleotema están determinadas principalmente por la 
composición del agua de goteo, que a su vez es fuertemente dependiente de la interacción 
agua-roca. Tiempos de residencia mayores darían como resultado el enriquecimiento en Mg 
del agua, como resultado de varios procesos que incluyen la precipitación previa de la calcita 
y/o la disolución diferencial de calcita y dolomita en el lecho rocoso. Debido a que los 
tiempos de residencia disminuyen con la mayor recarga de agua, y ésta depende de la cantidad 
anual de precipitación (principalmente otoño-invierno-primavera), el contenido de Mg en la 
calcita del espeleotema es inversamente proporcional a ese parámetro meteorológico. Sin 
embargo, dicho registro Mg/Ca no permite ni la cuantificación absoluta, ni la calibración de 
los cambios paleohidrológicos reconstruidos a partir del registro de Mg/Ca, interpretándose 
tan sólo en términos de variaciones de paleoprecipitación ''relativas '' (intervalos más secos o 
más húmedos). 
 
 
Figura 5.3.3.3: Serie de tiempo para las relaciones de intensidad de Mg/Ca y Sr/Ca en la muestra Buda100, 
donde las áreas grises representan hiatos. 
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5.3.4. Conclusiones  
LIBS es una técnica analítica prometedora para obtener series largas de datos 
geoquímicos de series microestratigráficas tales como las contenidas en espeleotemas de 
carbonato. La técnica proporciona suficiente sensibilidad analítica para los elementos traza 
más abundantes, y es notablemente rápida y asequible. La estalagmita Buda-100 del 
Holoceno, recuperada de la Cueva de Kaite (Complejo Ojo Guareña Karst, norte de España), 
fue analizada por espectroscopia de ablación láser (LIBS) para obtener series de alta 
resolución basada en 2400 mediciones Mg/Ca y Sr/Ca. La estalagmita muestra variaciones 
significativas de Mg/Ca, principalmente por los cambios en las precipitaciones. 
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5.4 Análisis de imágenes multielementales de megapíxeles mediante LIBS 
como potencial herramienta en estudios paleoclimáticos  
Este trabajo ha sido enviado a Scientific Reports con la siguiente referencia 
bibliográfica (en revisión): 
 “Megapixel multi-elemental imaging by Laser-Induced Breakdown Spectroscopy, a 
technology with considerable potential for paleoclimate studies”. J. O. Cáceres, F. Pelascini, 
V. Motto-Ros, S. Moncayo, F. Trichard, G. Panczer, A. Marín-Roldán, J.A. Cruz, I. 
Coronado, J. Martín-Chivelet. (En revisión). 
 
Resumen 
Los estudios paleoclimáticos juegan un papel crucial en la comprensión de los climas 
pasados y futuros y sus impactos ambientales. Las metodologías actuales para realizar 
análisis elementales altamente sensibles a resoluciones espaciales de micrómetros se limitan 
al uso de técnicas complejas y/o no aplicables, como la micrografía de fluorescencia de rayos 
X de radiación de sincrotrón (μ-SRXRF), la espectrometría de masas de iones 
nanosecundarios (SIMS) o la espectrometría de masas de plasma acoplada inductivamente 
por ablación con láser (LA-ICP-MS). Además, el análisis de grandes muestras (> pocos cm²) 
con cualquiera de estos métodos sigue siendo muy difícil debido a su velocidad de 
adquisición relativamente baja (≈1-10 Hz), y porque deben ser operados en vacío o en una 
atmósfera controlada. En este trabajo, se pretende mostrar un nuevo enfoque de obtención de 
imágenes capaz de realizar investigaciones elementales de rutina en grandes superficies 
utilizando instrumentación que es totalmente compatible con la microscopía óptica estándar. 
Esta metodología, basada en espectroscopía de ablación láser (LIBS), ha sido desarrollada 
para permitir el escaneo multi-elemental rápido de muestras geológicas y tiene un alto 
rendimiento en términos de sensibilidad (ppm), resolución lateral (hasta 10 Μm) y velocidad 
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de funcionamiento (100 Hz). Este método se aplicó con éxito para obtener las primeras 
imágenes megapíxeles de grandes espeleotemas y se obtuvo nueva información no accesible 
mediante otras técnicas. Estos resultados abren una nueva perspectiva en el uso de la 
espectroscopía láser en un gran número de aplicaciones geoquímicas en el campo de la 
ciencia ambiental, aumentando potencialmente la cantidad de información paleoambiental. 
 
5.4.1. Introducción 
La reconstrucción de la variabilidad climática del pasado en una serie de escalas 
temporales o espaciales se ha convertido en una tarea clave en la comprensión del clima 
actual y futuro. Dado que los datos instrumentales se limitan a las últimas décadas o siglos, 
las reconstrucciones deben basarse en paleoindicadores climáticos, es decir, las impresiones 
de variables climáticas en materiales naturales como rocas sedimentarias135, fósiles136, 
anillos137 o hielo antiguo138 que también pueden ser fechadas con resoluciones que se acercan 
a las escalas anuales o sub-anuales mediante una combinación de métodos radiométricos y 
microestratigráficos139. El registro paleoclimático es enorme y todavía parcialmente 
explorado, a pesar de los enormes avances de las últimas tres décadas. Debe descifrarse 
rápidamente para responder a la necesidad científica y social de caracterizar los patrones del 
cambio climático, los factores forzantes y sus impactos. Esta tarea requiere la búsqueda de 
nuevas técnicas analíticas con la posibilidad de escanear grandes superficies de muestra (para 
obtener registros más largos y más continuos del paleoclima) con resolución a escala 
micrométrica (para poder resolver cambios anuales o estacionales) que combinen un 
razonable coste con análisis de alta velocidad y preparación simple de la muestra. 
En este estudio, se propone la aplicación de una nueva tecnología de imagen, que 
cumple estos requisitos previos, como una herramienta práctica y útil para la obtención de 
registros de indicadores paleoclimáticos mediante la composición elemental de muestras 
geológicas. Se basa en la espectroscopia de ablación láser (LIBS)76 y proporciona datos de 
imagen elemental de alta calidad con características tales como resolución micrométrica, 
límite de detección a escala ppm y alta velocidad de escaneado (100 píxeles/s). Aunque el 
análisis LIBS espacialmente resuelto ya ha sido demostrado en la literatura para materiales 
heterogéneos, como los utilizados en la investigación paleoclimática14, este trabajo 
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proporciona la posibilidad de producir imágenes de megapíxeles para muestras grandes. 
Otros estudios han demostrado la capacidad y el potencial de la formación de imágenes LIBS 
en diversos campos de aplicación, como la biología140, la geología37 y la industria141. En 
todos estos casos, las superficies analizadas tenían típicamente áreas de 1 cm2 o menos, y se 
midieron con una resolución lateral que varía de 10 a 50 μm. Debido a los requerimientos de 
las reconstrucciones de series de datos paleoclimáticos, la aplicación de esta tecnología, y 
más generalmente todas las metodologías de imágenes, a estas muestras sigue siendo muy 
difícil. Los tamaños de muestra grandes imponen la necesidad de una alta velocidad de 
escaneo (para escanear varios cm² con resolución micrométrica en un tiempo de análisis 
razonable) y un sistema de auto-enfoque fiable y rápido, así como la capacidad para manejar 
y analizar grandes cantidades de datos. 
Aquí se presenta la posibilidad de realizar imágenes de megapíxeles elementales de 
grandes muestras geológicas y biológicas. Esta técnica también ofrece características 
atractivas, tales como la capacidad de detección multi-elemental, una resolución de escala 
micrométrica, sensibilidad a nivel de ppm y preparación fácil de la muestra, así como una 
falta de restricciones en la forma o tamaño de las muestras y sin las limitaciones técnicas 
impuestas por las condiciones de funcionamiento en vacío. Esta tecnología se puede aplicar 
a esencialmente todo tipo de materiales geológicos y biológicos. Su aplicación se ha 
demostrado usando espeleotemas, comúnmente utilizados en la reconstrucción de series 
temporales paleoclimáticas. Estos resultados ofrecen nuevas perspectivas sobre el uso de 
imágenes LIBS en aplicaciones de ciencias de la Tierra y allanan el camino para numerosas 
aplicaciones en el campo de la paleoclimatología. 
Los espeleotemas se usan comúnmente para la reconstrucción de series 
paleoclimáticas porque pueden ser datados con exactitud mediante la combinación de 
técnicas radiométricas y microestratigráficas, y porque pueden producir registros multi-
proxy. La mayoría de los paleoindicadores climáticos que se pueden recuperar de estos 
materiales son geoquímicos, ya que los cambios en el clima o las condiciones ambientales 
que ocurren durante sus períodos de crecimiento suelen causar pequeñas pero significativas 
modificaciones en sus composiciones elementales o isotópicas. 
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Las estalagmitas son minerales secundarios precipitados de aguas de filtración en 
cuevas. La composición más común de estos depósitos es el carbonato de calcio, y la calcita 
es la fase mineral más común. Las estalagmitas muestran con frecuencia una delicada 
estratigrafía interna, que puede consistir en la acumulación vertical de capas de crecimiento 
anuales. Los cambios en el clima regional determinan las variaciones en la química (y las 
tasas) de las aguas de goteo y/o en el ambiente de las cuevas, que se registran en las 
estalagmitas en crecimiento142. 
La tasa de crecimiento anual de estos archivos naturales es bastante variable en el 
tiempo y en el espacio, y depende de las condiciones fisicoquímicas de la precipitación 
mineral (por ejemplo, tasas de goteo, sobresaturación de calcita y temperatura), que suele 
ocurrir a tasas de 0,01 a 2 mm por año143. Los cambios en la composición de los elementos 
traza, como Mg, Sr y Ba, a lo largo de la estalagmita se interpretan comúnmente como 
cambios en las variables paleoclimáticas, tales como la temperatura o la lluvia. Sin embargo, 
la importancia paleoclimática de estos elementos depende en gran medida de cada cueva y 
del contexto climático, y la calibración de los indicadores es una tarea compleja que suele 
requerir programas de monitoreo de cuevas144. 
 
5.4.2. Sistema de auto-enfoque 
El aspecto más crítico para la obtención de imágenes de estas grandes muestras 
geológicas se basa en el control preciso del enfoque con láser. Para garantizar ablaciones 
reproducibles durante toda la exploración de secuencia, es realmente indispensable asegurar 
una distancia constante entre el objetivo de enfoque y la superficie de la muestra. Para 
muestras tan grandes (con superficies superiores a ~ 20 cm2) es difícil, si no imposible, 
obtener una superficie suficientemente plana, incluso después de una rigurosa preparación y 
pulido de la muestra. Por ello, se expone aquí un nuevo tipo de autofoco aplicable en 
cualquier experimento LIBS, que ha sido desarrollado por el Prof. Vincent Motto-ros, de la 
Universidad de Lyon. Se basa en la idea básica de medir y controlar la posición vertical de 
la emisión de plasma a una velocidad alta (Figura 5.4.2.1.a)145. Para este propósito, el plasma 
se representa en la entrada de un haz de fibras específico (conector 1 en la Figura 5.4.2.1.a). 
El sistema óptico utilizado es similar al utilizado para la recolección de luz; la única 
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diferencia es su ángulo (~55 grados) con respecto al eje vertical. El haz de fibras está 
constituido por cuatro fibras con un diámetro de núcleo de 200 μm distribuidas 
simétricamente con respecto al centro del conector (conectores 1 y 2 en la Figura 5.4.2.1.a). 
La salida del haz de fibras se representa a continuación en una cámara rápida CMOS USB3. 
Esta cámara es activada por la señal de salida del diodo láser y puede proporcionar 
típicamente 120 fotogramas/segundo para una región de interés de 640 x 480 píxeles. Un 
algoritmo rápido, desarrollado en el entorno LabVIEW, extrae la intensidad global recogida 
por cada una de las cuatro fibras en tiempo real y calcula la siguiente señal de error: 
𝛿𝛿𝑧𝑧 = (𝐼𝐼𝐴𝐴 + 𝐼𝐼𝐵𝐵) − (𝐼𝐼𝐶𝐶 + 𝐼𝐼𝐷𝐷)(𝐼𝐼𝐴𝐴 + 𝐼𝐼𝐵𝐵) + (𝐼𝐼𝐶𝐶 + 𝐼𝐼𝐷𝐷)  
donde IA e IB representan la intensidad total recogida en las dos fibras superiores, e IC e ID 
representan aquella capturada en las dos fibras inferiores (Figura 5.4.2.1.a). Esta señal de 
error es positiva si la superficie de la muestra (y por lo tanto el plasma) es alta con respecto 
a la posición de referencia y negativa en el otro caso (Figura 5.4.2.1.b). Esta señal se utiliza 
entonces en un sistema proporcional e integral (PI) que proporciona el punto de consigna a 
la etapa motorizada en z.  
 
Figura 5.4.2.1: (a) Vista esquemática del sistema de enfoque automático (PI: Servo de bloqueo integral 
proporcional) b) Principio del sistema de autofoco y su influencia en la señal de error δ. (c) Posición vertical 
de la muestra (azul) y la señal de error asociada (negro) para una exploración de 90 mm de la muestra 
medida hacia delante y hacia atrás dos veces. (d) Muestra de imagen residual que muestra la morfología de 
la superficie y la planaridad de la muestra durante una exploración de 100x200 (resolución de 15 μm). 
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La ventaja decisiva de este sistema de enfoque automático se basa en su alta velocidad 
de funcionamiento. En la configuración propuesta, este sistema funciona a 100 Hz y puede 
seguir cada disparo láser, aunque la corrección se aplica a la toma de láser anterior en este 
concepto de autofoco. Además, en comparación con los sistemas convencionales de autofoco 
que utilizan imágenes ópticas (que implican punteros o sistemas de auto-enfoque de 
imágenes de contraste), este sistema tiene una velocidad mucho mayor y una mayor fiabilidad 
porque no depende de las propiedades de la muestra (color, transparencia, etc.). Por último, 
se debe mencionar que la velocidad de autofoco podría todavía ser mejorada en gran medida 
usando una configuración que incluya un fotodiodo de cuadrante y un bloqueo PI analógico, 
así como un sistema piezoeléctrico. 
 
5.4.3. Procedimiento experimental  
La configuración instrumental utilizada en este experimento es la explicada en el 
Capítulo 4, perteneciente al Instituto Lumière Matière.  
 
5.4.4. Construcción de las imágenes 
Se ha desarrollado un tratamiento de espectro avanzado para realizar una extracción 
de intensidad rápida para cada sitio de medición y para cada especie de interés. Se selecciona 
una única línea de emisión para cada elemento de interés y el algoritmo define un ajuste de 
línea de base utilizando una función polinómica y lo resta de la señal de emisión. Las líneas 
de emisión se seleccionan sobre la base de dos criterios: se requiere que cada línea 
seleccionada sea la línea más fuerte de cada elemento en el intervalo analizado, y que no se 
vea afectada por ninguna interferencia posible de otras líneas.  
Con este software, una imagen típica de ~3 millones de espectros se procesó en menos 
de 5 minutos. Se proporcionó una matriz bidimensional que contenía la intensidad de línea 
seleccionada desde un punto de la superficie de la muestra para cada elemento y se podía 
visualizar usando una escala de falsos colores para presentar un resultado visual en forma de 
imágenes elementales. Todas las imágenes fueron procesadas usando el software ImageJ 
(NIH, Bethesda, MD, www.nih.gov). Las imágenes fueron ligeramente suavizadas (usando 
un suavizado gaussiano de 0,5 píxeles) y convertidas de imágenes de 16 bits a 8 bits. 
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Obsérvese que todas las imágenes de Mg, Sr y Na presentadas han sido normalizadas con 
Ca.  
 
5.4.5. Resultados 
Como se mencionó anteriormente, la aplicación de la espectroscopía de ablación láser 
(LIBS) para generar imágenes de megapíxeles de espeleotemas se centra en determinar la 
distribución de múltiples elementos directamente de grandes secciones longitudinales con 
alta resolución espacial. Para este propósito, se enfocaron impulsos láser infrarrojo de 
nanosegundos (1064 nm) con una frecuencia de repetición de 100 Hz, utilizando un objetivo 
de microscopio de aumento de 15x para inducir la ablación del material (Figura 5.4.5.1.a). 
Se utilizó una energía de impulso típica de 900 μJ. Bajo estas condiciones, la resolución 
mínima accesible fue de aproximadamente 10 μm, valor estimado a partir del tamaño de los 
cráteres de ablación que se desarrollaron sobre el carbonato de calcio. La radiación luminosa 
emitida por el plasma fue recogida por dos sistemas de detección óptica, cada uno conectado 
a un espectrómetro Czerny-Turner a través de un haz de fibra óptica. Cada espectrómetro 
estaba equipado con una cámara de dispositivo de carga acoplada intensificada (ICCD). El 
uso de dos espectrómetros que sondean diferentes rangos espectrales fue necesario para 
detectar simultáneamente todos los elementos de interés (Figura 5.4.5.1.b). Se han analizado 
principalmente tres elementos: el magnesio (Mg), el estroncio (Sr) y el calcio (Ca), aunque 
otros elementos, incluyendo sodio (Na), carbono (C), silicio (Si), hierro (Fe), aluminio (Al) 
y manganeso (Mn) también han sido observados. El plasma inducido por láser se generó de 
forma continua al escanear la superficie de la muestra sobre la región de interés. El escaneo 
superficial se realizó línea por línea mediante un posicionador x-y-z controlado por 
ordenador. Se registró un espectro de emisión para cada posición de muestreo. El recorrido 
de la platina motorizada X era de 100 mm, mientras que el recorrido de las etapas Y y Z era 
de 50 mm. Los rangos X e Y imponen un límite en el área superficial máxima que puede 
analizarse en un escaneado (es decir, 50 cm2). La resolución espacial se puede ajustar 
cambiando la velocidad de la etapa X en un rango de unos pocos μm a 100 μm. Un software 
en el entorno LabVIEW controlaba todos los componentes del sistema y permite establecer 
secuencias automatizadas para escanear regiones de interés con la resolución especificada.  
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Una vez finalizada la exploración en 2D, se seleccionaron las líneas de emisión para 
cada elemento. Su abundancia relativa puede obtenerse y mostrarse en imágenes de color 
falso, en las que se asigna un color arbitrario a cada elemento (Figura 5.4.5.1.c). En el 
presente manuscrito, un resultado de imagen típico representa aproximadamente 3 millones 
de píxeles y una cantidad de datos de aproximadamente 50 GB (~25 GB / espectrómetro). 
Con una frecuencia de 100 Hz, la duración de un análisis es de aproximadamente 8 horas 
(360 000 píxeles /hora). Se ha desarrollado software para manejar la gran cantidad de datos 
recolectados y extraer imágenes elementales de los conjuntos de espectros (Figura 5.4.5.1.d). 
Este software incluye diferentes bases de datos atómicas y moleculares que permiten la rápida 
identificación de las líneas de emisión observadas en el espectro. Después de identificación 
de líneas, el software extrae las intensidades correspondientes por espectro para crear las 
imágenes elementales asociadas con cada elemento. Esta operación requiere menos de 7 
minutos para un conjunto de datos 3 megapíxeles. Para adecuar las metodologías estándar 
usadas generalmente en los estudios paleoclimáticos, se normalizó la señal obtenida para los 
Figura 5.4.5.1: (a) Vista esquemática del instrumento LIBS que muestra los componentes principales: el objetivo 
del microscopio utilizado para enfocar el pulso láser, la plataforma motorizada que soporta la muestra y los dos 
sistemas de detección óptica conectados a diferentes espectrómetros a través de haces de fibra óptica. (b) 
Espectros de emisión de una sola muestra que cubren rangos espectrales entre 245 y 310 nm (espectrómetro 1) y 
entre 400 y 420 nm (espectrómetro 2) registrados en tres regiones diferentes de la muestra de espeleotema. Estos 
3 espectros se han desplazado verticalmente para una mejor claridad. Se detectan claramente las líneas 
características de emisión de calcio (Ca), carbono (C), silicio (Si), hierro (Fe), magnesio (Mg), aluminio (Al), 
manganeso (Mn) y estroncio (Sr). (c) Imágenes de abundancia relativa de Mg (rojo), Sr (cian), Fe (violeta), Si 
(amarillo), Al (naranja) y Mn (azul) representadas mediante escalas de color falsas para una secuencia de 
3000x1000 píxeles (resolución de 15 µm). (d) Principio de análisis de datos utilizando el software LasMap. 
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elementos de interés (Mg y Sr), píxel por píxel, por la señal de Ca. Aunque el análisis 
cuantitativo no era necesario, los límites de detección de Mg y Sr se estimaron en, 
respectivamente, 5 ppm y 7 ppm para el análisis de una sola toma con una muestra de 
referencia de carbonato de calcio realizada en el laboratorio. 
La formación de imágenes LIBS de megapíxeles se aplicó a una sección longitudinal 
de la estalagmita SLX-2B. La estalagmita, de aproximadamente 25 cm de longitud, está 
formada por calcita translúcida, columnar o microcristalina146, y su micraestratigrafía está 
definida por bandas de crecimiento anual de escala sub-milimétrica y por un hiato prominente 
no-deposicional en su parte media (Fig. 5.4.5.2). 
Se obtuvieron dos imágenes LIBS diferentes de esta muestra. El primer análisis se 
realizó sobre el eje longitudinal del espeleotema (Figura 5.4.5.2.i) con una resolución de 15 
μm. Este análisis cubrió una distancia de aproximadamente 16 cm x 1,5 cm, lo que representa 
una superficie de ∼ 24 cm² y un número total de píxeles de más de 12 millones. Debido al 
limitado recorrido del motor (10 cm), este análisis se llevó a cabo utilizando 4 exploraciones 
consecutivas de ∼ 3 megapíxeles cada uno. Estos diferentes escaneos fueron ensamblados 
juntos después. El segundo experimento se realizó en el núcleo del espeleotema (Figura 
5.4.5.2.ii) y representó una superficie analizada de aproximadamente 20 cm² (∼ 5 cm x 4 cm), 
con aproximadamente 9 millones de disparos láser individuales. Se requerían dos 
Figura 5.4.5.2: Medida (i): imágenes de resolución de 15 μm de Sr (azul) y Mg (rojo) ensambladas a partir 
de 4 secuencias sucesivas (mostradas por líneas de puntos). La longitud total escaneada corresponde a más 
de 16 cm, y la superficie analizada a ∼24 cm². Este análisis representa aproximadamente 12 000 000 
mediciones individuales (es decir, píxeles). Medida (ii): Imágenes de resolución de 15 μm de Sr y Mg para 
una superficie de muestra de ∼5x4 cm. Este análisis representa más de 9 000 000 píxeles. También se 
muestra un factor de cuatro de zoom para el Sr. Todas las imágenes de Sr y Mg han sido normalizadas por 
Ca. La línea verde indica una superficie hiatal importante, que representa una brecha de tiempo en el 
crecimiento de la calcita durante el desarrollo del espeleotema. 
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exploraciones consecutivas en este caso debido a las limitaciones técnicas impuestas por el 
rendimiento de los ordenadores utilizados, ya que sólo pueden registrar 5 millones de 
espectros en una sola exploración. Para ambos análisis, las imágenes de Mg/Ca y Sr/Ca se 
muestran en la Figura 5.4.5.2. La ampliación de la región de la muestra ii) por un factor de 
cuatro, muestra claramente las capas de crecimiento anual. 
Estas imágenes ilustran las capacidades de resolución del método de formación de 
imágenes LIBS, y muestran la distribución espacial de elementos traza sobre grandes 
superficies a escala de micrómetro. Los cambios de composición en Mg y Sr siguen los 
patrones de la estratigrafía del espeleotema, un aspecto clave para mostrar que las variaciones 
de composición no son aleatorias, sino que están determinadas por cambios temporales en 
las condiciones hidrogeoquímicas durante el crecimiento de las estalagmitas. Por otra parte, 
las anomalías de la composición en comparación con los patrones estratigráficos generales 
podrían estar relacionadas con las superposiciones geoquímicas post-deposicionales 
causadas por procesos diagenéticos como la recristalización, cuya identificación y 
eliminación podrían ser esenciales al buscar la composición química original prístina de la 
estalagmita. Las áreas no alteradas del espeleotema son ideales para la extracción de 
indicadores paleoclimáticos y la datación por uranio. 
Sin embargo, los estudios paleoclimáticos se centran comúnmente en la construcción 
de series temporales de alta resolución, es decir, variaciones en un indicador a través del 
tiempo. Estas series de datos 1-D se pueden extraer fácilmente de imágenes LIBS, que 
permiten elegir los tramos más favorables, generalmente los que siguen el eje de crecimiento. 
La Figura 5.4.5.3 muestra los cambios relativos de las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca (expresados 
en %) a lo largo del perfil axial seleccionado, incluyendo fluctuaciones de alta frecuencia 
(correspondientes a cambios estacionales e interanuales), así como patrones de largo plazo 
con posible significado climático. Obsérvese la presencia de una disrupción mayor en la serie 
1-D de las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca, que coinciden con el hiato no-deposicional. Esa 
superficie estratigráfica separa un área de mayor contenido de Mg y Sr y mayor variabilidad 
(debajo del hiato) de otra área caracterizada por menores valores de ambos elementos y una 
dispersión mucho menor en los cambios a corto y mediano plazo. 
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5.4.6. Comparación con otras técnicas analíticas  
Varios métodos micro-analíticos de imagen han sido utilizados previamente para 
analizar la distribución espacial de elementos menores y traza en espeleotemas. Estos 
métodos incluyen la emisión óptica de plasma acoplada inductivamente a la ablación por 
láser (LA-ICP-OES), la espectrometría de masas de plasma acoplado inductivamente (LA-
ICP-MS), la micro-espectrometría de fluorescencia de rayos X de (μ-XRF), el análisis de 
microscopía electrónica (EPMA), la emisión de rayos X inducida por protones (PIXE), la 
espectrometría de masas de ionización secundaria (SIMS), y las técnicas de microscopía de 
rayos X de sincrotrón6. Algunas de estas técnicas tienen un alto rendimiento tanto en términos 
de resolución como de límites de detección (SIMS, μ-XRF). Otros tienen alta resolución 
espacial pero menor sensibilidad (EPMA), mientras que otros tienen mejores límites de 
detección, pero peor resolución (técnicas basadas en LA-ICP). Sin embargo, todos están 
Figura 5.4.5.3: Series de datos 1-D que muestran las variaciones relativas de las relaciones Sr/Ca y Mg/Ca 
(expresadas en %) a lo largo del eje de crecimiento del espeleotema a través del perfil axial seleccionado 
(indicado por la línea de puntos). Un hiato no-deposicional produce una interrupción importante en la serie 1-D 
de las relaciones Mg/Ca y Sr/Ca, que se muestra en las ventanas de zoom. 
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típicamente limitadas a tamaños de muestra pequeños (∼ cm²) y también requieren la 
preparación de las muestras. Estas tecnologías también son generalmente limitadas en 
términos de su tasa de adquisición (∼1 - 10 Hz/píxel). El equipo requerido para las técnicas 
más poderosas (μ-XRF y microscopía de rayos X de sincrotrón) se encuentra en las 
instalaciones de sincrotrón, restringiendo su uso. 
Varias de estas desventajas son superadas por la formación de imágenes LIBS, que 
permite el análisis de grandes muestras (> 50 cm²) mientras se opera en atmósfera ambiente. 
Más importante aún, esta tecnología no tiene limitaciones intrínsecas en términos de 
velocidad de análisis, que sólo se rige por la tasa de repetición del láser y las velocidades de 
adquisición del detector. Ya se han demostrado tasas de adquisición del orden de 1 kHz147. 
Estas ventajas dan a la imagen LIBS capacidades únicas en el escaneado de grandes 
superficies de muestras. Además, la compatibilidad total de la instrumentación LIBS con la 
microscopía óptica y su facilidad de uso, ponen de manifiesto que esta técnica tiene un alto 
potencial de crecimiento y conlleva la posibilidad de proporcionar información adicional en 
un futuro próximo. También es sencillo aplicar estas técnicas de imagen en los laboratorios 
de investigación. 
 
5.4.7. Conclusiones   
La tecnología de imágenes de LIBS parece muy atractiva en el campo de las ciencias 
de la Tierra y en particular para los estudios paleoclimáticos, ya que permite que las 
variaciones en los indicadores climáticos se caractericen a gran escala, cubriendo varios 
siglos y proporcionando información climática que revela cambios estacionales. Sin 
embargo, la gran cantidad de información que puede recopilar la imagen LIBS debe ajustarse 
a los requisitos estándar de los estudios paleoclimáticos, en particular la necesidad de 
proporcionar series temporales (es decir, variaciones en los diferentes indicadores a través 
del tiempo). Para estudiar las variaciones locales en paleoindicadores (elementos traza y 
composiciones isotópicas) a escalas de varios mm2 en espeleotemas7, se han aplicado técnicas 
de imagen microanalítica. Así, la obtención de imágenes LIBS de grandes áreas con alta 
resolución espacial ofrece, por primera vez, información de composición y tejido que podría 
traducirse a características paleoclimáticas.  
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La formación de imágenes LIBS de megapíxeles surge como una poderosa técnica 
analítica en el estudio de las variaciones de elementos traza a micro y macroescala en 
muestras de espeleotemas, y en la definición de los límites de viabilidad de elementos traza 
como indicadores paleoclimáticos. Los datos obtenidos permitirán profundizar en los 
procesos que controlan la precipitación, así como los factores que controlan la variabilidad 
espacio-temporal de los elementos traza en muestras grandes de espeleotemas. La 
caracterización de alta resolución de esta variabilidad y su comprensión son tareas clave en 
estudios del paleoclima y reconstrucciones paleoambientales. La imagen LIBS representa un 
gran paso adelante, y este trabajo sienta las bases para la futura investigación paleoclimática 
en estos y otros archivos naturales comunes. La técnica abre grandes oportunidades para 
generar nuevos registros paleoclimáticos de alta resolución de muestras de una amplia gama 
de edades y procedencias. El trabajo futuro debe tener como objetivo mejorar y estandarizar 
la técnica para que pueda ser incorporado en laboratorios paleoclimáticos y proyectos de 
investigación. Dicha incorporación podría contribuir a:  
1) obtener mejores registros multi-indicadores del paleoclima resultante de la 
integración de diferentes datos químicos;  
2) una mejor comprensión de los patrones de crecimiento de los espeleotemas;  
3) identificación de sobreimpresiones diagenéticas o áreas alteradas en las muestras 
(mejorando así las estrategias de muestreo para otros estudios, como la geoquímica 
isotópica). 
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Capítulo 6: Análisis arqueológico 
mediante LIBS  
 
Este capítulo está compuesto por diversos estudios basados en LIBS para alcanzar el 
objetivo final de realizar análisis de muestras de tejido de origen antropológico y 
arqueológico, tanto tejido blando como óseo. Así, esta línea de investigación comenzó con 
el desarrollo de una metodología para el estudio de tejido blando muscular para la 
determinación del intervalo post mortem. Esto llevó a querer conocer en profundidad las 
características de la técnica en cuanto a dinámica del plasma, utilizando las muestras 
anteriores, para así optimizar los análisis de tejidos posteriores. Una vez concluido este 
proceso se procedió al estudio de tejido óseo, primero para estudios de estacionalidad, y 
después, para realizar la correcta asignación de restos óseos al individuo al que pertenecen, 
en una primera fase con muestras actuales y después, muestras de carácter arqueológico.  
 
6.1. Determinación del intervalo post-mortem en tejido muscular 
Este trabajo ha sido publicado en Spectrochimica Acta Part B con la siguiente 
referencia bibliográfica: 
 “Determination of the post mortem interval by Laser Induced Breakdown 
Spectroscopy using swine skeletal muscles”. A. Marín-Roldan, S. Manzoor, S. Moncayo, F. 
Navarro-Villoslada, R.C. Izquierdo-Hornillos, J.O. Cáceres. 88 (2013) 186-191. 
 
Resumen 
Las muestras de piel y músculo son útiles para discriminar a individuos, así como su 
intervalo post mortem (PMI) en escenas de delito y desastres naturales o causados. En este 
estudio se ha desarrollado un método simple y rápido basado en la espectroscopía de ablación 
láser (LIBS) para estimar las condiciones meteorológicas esqueléticas del PMI (humedad, 
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temperatura, fauna, etc.) que tienen una fuerte influencia en la determinación del PMI. Se 
observaron cambios dependientes del tiempo en la relación de intensidad de emisión para 
Mg, Na, Ha y K, como resultado de las variaciones en su concentración debido a reacciones 
químicas en tejidos y se correlacionaron con PMI. Esta relación, que no ha sido reportada 
previamente en la literatura forense, ofrece un medio simple y potencialmente valioso para 
estimar el PMI. 
 
6.1.1. Introducción al intervalo post-mortem (PMI) 
 El intervalo post mortem (PMI) se refiere al tiempo trascurrido desde la muerte, y su 
estimación es extremadamente importante en las investigaciones criminales, civiles y 
forenses. La descomposición post mortem comienza inmediatamente después de la muerte, 
implicando la ruptura de los tejidos blandos debido a los procesos de autolisis y putrefacción, 
y a menudo con actividad de insectos. Un evento de muerte es seguido por una serie de 
reacciones químicas complicadas que siguen ocurriendo dentro de las células, y causan 
cambios específicos dependientes del tiempo en el metabolismo y las estructuras sub-
celulares, lo que permite determinar el PMI. Se han empleado muchos métodos para 
determinar con precisión el PMI, también conocido como tiempo de muerte (TOD), pero la 
exactitud de estos métodos todavía deja una incertidumbre de tiempo alta y necesita mejoras. 
Desde el punto de vista entomológico, dado que el crecimiento y desarrollo de los insectos 
están fuertemente influenciados por las condiciones geográficas, topológicas y ambientales, 
la dificultas de contabilizar las condiciones en la escena previa al descubrimiento induce 
cierta incertidumbre en la aplicación. Esta variabilidad en las condiciones ambientales hizo 
un fundamento bien caracterizado de información viable difícil de alcanzar. En realidad, los 
métodos de estimación del PMI incluyen medidas de la temperatura corporal y post mortem 
cambios químicos en el cuerpo. Además, algunos métodos se han centrado también en la 
degradación de los ácidos nucleicos, incluyendo el ADN y el ARN y las proteínas dentro de 
diferentes tejidos. Sin embargo, estos métodos requieren personal especializado y 
laboratorios, y en algunos casos, complicados y costosos procedimientos de análisis.  
 Se ha establecido una relación significativa entre la proporción de post mortem de 
sodio y la variación de la concentración de potasio con PMI en suero de rata wistar y la 
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sangre humana muestras. Sin embargo, los autores mostraron que los factores ambientales 
internos y externos, así como la causa de la muerte afectan significativamente la predicción 
del PMI debido a los cambios rápidos de esta relación en las muestras de suero y plasma (0-
12 h). Por otro lado, la variabilidad biológica individual también limita la utilidad de la 
predicción del PMI basada en estas mediciones de la relación. Idealmente, la concentración 
de los constituyentes en cualquier intervalo post mortem dado debe mostrar una variación 
biológica individual mínima y debe ser independiente de las condiciones ambientales.  
 La espectroscopía de ablación láser (LIBS) ha sido un tema de investigación para las 
últimas décadas debido a sus características únicas y una amplia variedad de aplicaciones en 
diversos campos. En los últimos años, LIBS se ha convertido en una poderosa herramienta 
analítica debido a su capacidad para llevar a cabo un rápido análisis cualitativo y cuantitativo 
de diferentes muestras, LIBS analiza una muestra mediante una emisión directa de la emisión 
atómica de los elementos del plasma inducido por láser generado por la ablación de la 
muestra, proporcionando una huella digital inmediata que es representativa de su 
composición elemental. Además, la técnica requiere poca o ninguna preparación de muestras, 
opuesto a los métodos bioquímicos.  
 La distribución espacial de la densidad de energía volumétrica generada por la 
irradiación láser impulsa todos los procesos de ablación láser pulsado. En el caso de la 
interacción láser-tejido, esta distribución es controlada por la exposición radiante incidente 
y la absorción óptica y las propiedades de dispersión del tejido. Una descripción detallada de 
la interacción láser-tejido ha sido el tema de muchas revisiones (rewievs) que discuten 
aspectos generales de este proceso. Los procesos específicos de ablación láser resultantes de 
la absorción no lineal también se han considerado.  
 Este artículo se centra en el desarrollo de un método analítico simple, rápido y directo 
para la determinación del PMI basado en LIBS. Los músculos de los cerdos son elegidos para 
producir una descomposición fisiológica similar a la de los tejidos musculares humanos. Se 
han considerado diferentes condiciones ambientales (humedad, temperatura, fauna, etc.) que 
tienen una fuerte influencia sobre la determinación del PMI.  
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6.1.2. Materiales y métodos 
Preparación de las muestras 
 El estudio se realizó con las muestras de músculo esquelético de dos cerdos obtenidos 
de un matadero industrial con licencia, con todos los certificados necesarios, de conformidad 
con el requisito formal de la Unión Europea. los cerdos no fueron sacrificados sólo con el 
propósito de llevar a cabo este experimento, sino que fueron seleccionados al azar de la 
población muerta para el propósito de consumo diario, Ambos cerdos fueron traídos de 
condiciones similares de alimentación y crecimiento. se almacenaron muestras duplicadas de 
músculo esquelético (500-600 g) de cada cerdo en tres condiciones experimentales 
diferentes: 1) en un recipiente de plástico cerrado, 2) al aire libre cubierto de una malla 
metálica, 3) al aire libre sin cubrir, manteniéndose todas ellas en el mismo lugar a temperatura 
ambiente y protegido de la lluvia. De cada muestra se midieron tres sub-muestras a 0, 1, 2, 
3, 7, 14, 21, 28 y 35 días, donde cero se refiere al día en que los cerdos fueron sacrificados. 
Para asegurar la homogeneidad de la muestra, los tejidos fueron liofilizados. Se trituraron 
250 mg de tejido con un mortero de ágata y un mazo durante 5 minutos y posteriormente se 
comprimieron en un gránulo compacto utilizando una prensa hidráulica de 10 t/cm2. El 
espesor y el diámetro de los gránulos eran de aproximadamente 2 mm y 12 mm, 
respectivamente. Los gránulos se analizaron directamente sin preparación adicional.  
Instrumentación empleada 
 La configuración LIBS y la metodología utilizada en el presente trabajo ya se ha 
descrito en el Capítulo 4 de la presente tesis. Por lo tanto, sólo describimos las condiciones 
experimentales relevantes para el estudio presentado aquí. La fluencia del láser se fijó 20 
J/cm2 y la tasa de repetición fue de 1 Hz. Se registraron 2048 espectros para cada muestra. 
El tiempo de integración del detector se ajustó a 1 ms. Para evitar la detección de 
bremsstrahlung, se activó el detector con un tiempo de retardo de 5 μs entre el pulso láser y 
la radiación plasmática adquirida utilizando un generador de retardo digital (modelo Stanford 
DG535). 
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Medidas LIBS 
Todas las muestras se analizaron a temperatura ambiente y presión atmosférica.  Cada 
espectro se realizó mediante la adquisición de un promedio de 20 pulsos individuales. 
Posteriormente, la muestra se movía 1 mm, para incidir el haz láser en una posición fresca 
de la superficie, evitando así las áreas alteradas por los disparos anteriores. Se obtuvieron 
cinco espectros LIBS para cada pastilla. El tiempo de adquisición total fue inferior a 2 min, 
teniendo en cuenta el tiempo de integración del espectrómetro y la repetición del pulso láser. 
Análisis de los datos  
Bajo condiciones de equilibrio termodinámico local (LTE), la intensidad de una línea 
espectral de emisión atómica puede describirse como76: 
𝐼𝐼 =  ℎ𝑐𝑐𝑔𝑔𝑘𝑘𝐴𝐴𝑘𝑘𝑖𝑖𝑁𝑁
4𝜋𝜋𝜆𝜆𝑍𝑍
exp �− 𝐸𝐸𝑘𝑘
𝑘𝑘𝑇𝑇
�   Ecuación 6.1.2.1 
donde h es la constante de Planck, c la velocidad de la luz, gk la degeneración de un estado 
de energía dado, Aki la probabilidad de transición (coeficiente Einstein), N la población total 
de la especie, λ la longitud de onda de emisión, Z el peso estadístico del estado fundamental, 
Ek la energía del estado superior, k la constante de Boltzmann y T la temperatura del plasma. 
Para una línea espectral específica, la intensidad de emisión (I) sólo se relaciona con 
T y N, pues el resto de parámetros son conocidos. Si se supone que no existe una variación 
significativa de T a lo largo de las mediciones experimentales, puede establecerse N148. Sin 
embargo, aunque todos los parámetros experimentales permanecen constantes, la 
temperatura del plasma podría variar debido a otros factores, como el potencial de ionización 
de los elementos (dependiente de la matriz). Por lo tanto, la temperatura del plasma depende 
tanto de la composición de la muestra como de la población de la especie149. 
 Desde el punto de vista instrumental, la temperatura del plasma puede fijarse a un 
valor constante controlando la energía de los pulsos láser. Una manera de comprobar la 
temperatura del plasma es mediante el monitoreo en tiempo real de la relación de dos líneas 
espectrales atómicas durante el experimento LIBS (gráfico de Boltzmann)150. Ninguna 
variación significativa de la temperatura del plasma durante las mediciones experimentales 
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permite establecer una relación más precisa entre la intensidad de emisión de las líneas 
espectrales y la respuesta analítica (PMI). En este trabajo se monitorizó la temperatura del 
plasma mediante la relación de intensidad de emisión de dos líneas espectrales de potasio, a 
766,5 y 769,9 nm, respectivamente (IK766.5 / IK769.9), tal y como se muestra en la Figura 
6.1.2.1: 
 
6.1.3. Resultados 
Los experimentos LIBS se realizaron para muestras de músculo esquelético de dos 
cerdos, almacenadas en tres condiciones experimentales diferentes. La Figura 6.1.3.1 
muestra un espectro LIBS típico de una muestra de músculo esquelético de cerdo almacenada 
al aire libre. Se observa un perfil espectral similar para todas las muestras de tejido 
almacenadas en las tres diferentes condiciones experimentales ensayadas. Basado en la base 
de datos atómica del NIST151, las líneas de emisión de los principales elementos identificados 
en las muestras de tejido son C I (247.8 nm), Mg II (280.3 nm), Na I (588.9 nm), Na (589.6 
nm), Hα (656.3 nm) K I (766,5 nm) y K I (769,9 nm). Na I y K I fueron los principales 
elementos observados en todas las muestras. Por otra parte, debido a que las muestras se 
midieron en condiciones ambientales, se observaron también señales de emisión de aire en 
los espectros LIBS. Sin embargo, como se ha demostrado, estas señales no interfieren 
significativamente con la contribución espectral relativa de los elementos traza presentes en 
las muestras152. Además, se observó también una señal de emisión de fondo continuo como 
un componente típico del espectro LIBS. 
Figura 6.1.2.1: monitoreo de la temperatura del plasma mediante la relación de intensidades entre dos 
líneas de potasio. 
a) b) c) 
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La poca variación de la temperatura del plasma se verificó utilizando las dos líneas 
espectrales de K I. La Figura 6.1.2.1 muestra la relación de intensidad de emisión dependiente 
del tiempo (PMI) de las dos líneas espectrales (IK766.5nm / IK769.9nm) para las tres condiciones 
experimentales estudiadas. La hipótesis de que la pendiente de la línea de regresión es cero 
se demuestra mediante el siguiente cálculo153: 
𝑡𝑡 =  |𝑜𝑜−0|
𝑜𝑜𝑣𝑣
         Ecuación 6.1.3.1 
Donde t es el valor calculado, b es la pendiente y sb su desviación estándar. No se 
observan variaciones significativas de la temperatura del plasma en ningún caso. Por lo tanto, 
las variaciones de la intensidad de emisión de los elementos en las muestras de tejido se 
pueden atribuir solamente a los cambios de concentración elemental debido a las reacciones 
químicas que tienen lugar en el proceso de putrefacción a lo largo del tiempo post mortem, 
permitiendo la estimación PMI. Además, una temperatura constante del plasma puede 
minimizar el efecto matriz, proporcionando resultados más precisos. 
La determinación del PMI se basó en la variación de intensidad dependiente del 
tiempo de los elementos principales observados en el espectro LIBS. En este caso, cuatro 
elementos mostraron una señal de intensidad de emisión significativa en las muestras de 
tejido, es decir, Mg (280,3 nm), Hα (656,3 nm), Na (588,9 nm, 589,6 nm) y K (766,5 nm, 
769,9 nm). No se observó ninguna variación significativa para la línea de emisión del C 
(247,9 nm) con el PMI. Por lo tanto, con el fin de correlacionar la intensidad de emisión con 
la población de elementos en las muestras, las señales de estos elementos principales se 
Figura 6.1.3.1: Espectro típico LIBS de una muestra de músculo esquelético almacenada en aire, liofilizada y 
compactada en pastillas. 
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normalizaron con respecto a la intensidad de la línea de este elemento, denotado en lo 
sucesivo como IC247.9nm. 
Las Figuras 6.1.3.2-6.1.3.5 muestran los cambios temporales de la intensidad de 
emisión de los elementos Hα, Na, Mg y K con el PMI, respectivamente. Cuatro tipos 
diferentes de cambios metabólicos después de la muerte se observaron basándose en las 
variaciones de señal de estos elementos: hacia arriba, hacia abajo, una combinación 
ascendente-descendente (o viceversa) y poca o ninguna variación. Estos resultados indicaron 
que el proceso de descomposición de la muestra depende de las condiciones de 
almacenamiento, incluso cuando las muestras se mantienen a la misma temperatura. 
La Figura 6.1.3.2 muestra la variación de la intensidad de emisión del hidrógeno 
durante el proceso de descomposición de ambas muestras de cerdos en las tres condiciones 
experimentales. La variación de la señal de este elemento mostró una correlación 
significativa con el PMI a partir del quinto día. Sin embargo, su tendencia fue diferente 
dependiendo de las condiciones experimentales donde las muestras de tejido se almacenaron. 
Por lo tanto, la señal de intensidad de emisión disminuyó linealmente con el tiempo post 
mortem cuando las muestras fueron almacenadas en un contenedor abierto (Figura 6.1.3.2.a, 
b), mientras que se observó una tendencia no lineal y opuesta para las muestras almacenadas 
en el contenedor cerrado (Figura 6.1.3.2.c). Esta tendencia ascendente no lineal podría 
deberse al acceso limitado del aire a las muestras y/o al amortiguamiento de la actividad 
metabólica de los insectos. Muchos estudios han mostrado que el Hα es un elemento 
importante para clasificar diferentes compuestos orgánicos154. Por lo tanto, debido a la 
composición orgánica de los tejidos esqueléticos, el Hα se puede utilizar como un indicador 
de los cambios químicos que ocurren dentro de los tejidos, y su comportamiento lineal lo 
convierte en el elemento más adecuado para determinar el PMI. Se calculó un error del 7% 
(nivel de significación = 0,05) en la estimación del PMI para la línea espectral Hα cuando las 
muestras de tejido se almacenaron en el recipiente abierto al aire. 
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El Na I mostró una variación significativa de la intensidad de emisión cuando las 
muestras de tejido se almacenaron en las tres condiciones experimentales estudiadas, INa(5 
días)/INa(35 días) ≈ 2 (Figura 6.1.3.3). Se observa una combinación hacia abajo y hacia arriba 
para las muestras de tejido almacenadas en un recipiente abierto, mientras que se observa una 
tendencia opuesta para las muestras de tejido almacenadas en un recipiente de plástico 
cerrado. La diferencia en la variación de la intensidad de emisión de este elemento con las 
condiciones de almacenamiento podría deberse a la ausencia o presencia de factores externos 
que puedan afectar al proceso de descomposición química, como la degradación de los 
lípidos.  
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Figura 6.1.3.2: Intensidad de emisión del hidrógeno (Hα) dependiente del PMI (656,3 nm) para 
muestras de tejido de cerdo almacenadas en (a) un recipiente abierto, (b) un recipiente abierto cubierto con 
una malla metálica y (c) un recipiente de plástico cerrado. (■) Cerdo 1. (■) Cerdo 2. 
Figura 6.1.3.3: Intensidad de emisión del sodio (Na) dependiente del PMI (589,6 nm) para muestras 
de tejido de cerdo almacenadas en (a) un recipiente abierto, (b) un recipiente abierto cubierto con una malla 
metálica y (c) un recipiente de plástico cerrado. (■) Cerdo 1. (■) Cerdo 2. 
a) b) c) 
a) b) c) 
Alicia Marín Roldán____________________________________________________________________________ 
128  
Con respecto al Mg II, no se observa variación significativa en la intensidad de 
emisión con el PMI, IMg(5 días)/IMg(35 días) ≈ 1,2 (Figura 6.1.3.4), mientras que el K I 
mostró una variación similar de intensidad de emisión, como el Na I, IK(5 días)/IK(35 días) 
≈ 2 (Figura 6.1.3.5). La evaluación de las concentraciones de electrolitos plasmáticos post 
mortem en suero de rata wistar155 y sangre humana156, sugiere una doble relación logarítmica 
entre la relación plasmática sodio/potasio y el PMI. Sin embargo, en este trabajo no se 
observaron variaciones significativas en las intensidades de emisión de estos dos elementos 
en muestras de tejido de cerdo (Figura 6.1.3.6). 
 
 
Figura 6.1.3.4: Intensidad de emisión del magnesio (Mg) dependiente del PMI (280.3 nm) para 
muestras de tejido de cerdo almacenadas en (a) un recipiente abierto, (b) un recipiente abierto cubierto con 
una malla metálica y (c) un recipiente de plástico cerrado. (■) Cerdo 1. (■) Cerdo 2. 
Figura 6.1.3.5: Intensidad de emisión del potasio (K) dependiente del PMI (766.5 nm) para 
muestras de tejido de cerdo almacenadas en (a) un recipiente abierto, (b) un recipiente abierto cubierto con 
una malla metálica y (c) un recipiente de plástico cerrado. (■) Cerdo 1. (■) Cerdo 2. 
a) 
a) 
b) c) 
b) c) 
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Si bien estos resultados preliminares demuestran el uso potencial de la técnica LIBS 
como un nuevo método instrumental para estimar el PMI, se deben realizar más estudios para 
determinar la precisión del método. Se necesitan estudios detallados que impliquen intervalos 
de tiempo más largos para evaluar la capacidad de predicción del método propuesto 
validando los resultados observados con valores de PMI conocidos. Un resultado alentador 
fue que ambas muestras de cerdos mostraron el mismo comportamiento para cada condición 
de almacenamiento, lo que sugiere que la variación de la intensidad de emisión para cada 
elemento sólo dependía del proceso de descomposición y no de la muestra porcina. Sin 
embargo, un estudio más exhaustivo es necesario para lograr una aplicación práctica de este 
método en la ciencia forense. 
 
6.1.4. Conclusiones de la determinación del PMI. 
La técnica LIBS evalúa las variaciones dependientes del tiempo de las intensidades 
de emisión de los elementos principales en las muestras de tejidos de cerdo para la estimación 
del intervalo post mortem (PMI). El análisis espectroscópico LIBS proporcionó la posibilidad 
de monitorear los cambios metabólicos post mortem a nivel elemental. La variación de la 
intensidad de emisión del Na I y el Hα mostró una correlación significativa con el PMI. Las 
condiciones de almacenamiento de la muestra mostraron un efecto significativo en la señal 
de emisión de cada elemento. Así, el Hα mostró una correlación lineal descendente después 
de los primeros cinco días desde el momento de la muerte cuando las muestras se 
Figura 6.1.3.6: Relación de intensidad de emisión de Na I / K I dependiente del PMI (I589.6 / I766.5) para 
muestras de tejido de cerdo almacenadas en (a) un recipiente abierto, (b) un recipiente abierto cubierto con 
una malla metálica y (c) un recipiente de plástico cerrado. (■) Cerdo 1. (■) Cerdo 2. 
a) b) c) 
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almacenaron en un recipiente de aire abierto, mientras que el Na I y el K I mostraron un 
comportamiento no lineal en ambas condiciones de almacenamiento. Por otra parte, el Mg II 
no mostró variación significativa con el PMI. Por lo tanto, el Hα es la línea espectral más 
adecuada para la determinación del PMI. El método permitió estimar el PMI con una 
incertidumbre del 7% (nivel de significación = 0,05) cuando las muestras de tejido se 
almacenaron en un recipiente abierto al aire, es decir, una situación típica en la escena del 
crimen y las investigaciones forenses. 
Este trabajo es un estudio preliminar para evaluar la capacidad de LIBS en la 
estimación del PMI, basado en las variaciones dependientes del tiempo a nivel elemental. Sin 
embargo, el método basado en LIBS propuesto proporciona una manera rápida y económica 
para la estimación del PMI y, por lo tanto, una técnica suplementaria factible a los métodos 
convencionales en la ciencia forense. 
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6.2. Dinámica del plasma producido mediante LIBS en muestras 
de tejido muscular  
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Resumen 
Este trabajo es un estudio sobre la dinámica de la pluma del plasma inducido por 
ablación láser de una muestra de tejido del músculo esquelético de cerdo en diferentes 
condiciones de vacío. Se ha realizado en colaboración con el Prof. Joaquín J. Camacho, de 
la UAM. Los pulsos procedentes de un láser de CO2 atmosférico excitado transversalmente 
se enfocaron sobre una muestra diana y se permitió que el plasma inducido se expandiera en 
diferentes presiones de aire. Las características de expansión se estudiaron utilizando la 
fotografía rápida de la emisión visible global mediante el uso de un ICCD. Se observó 
expansión libre y división de plumas a diferentes niveles de presión. La expansión del frente 
de la pluma del plasma se analizó utilizando varios modelos de expansión y se estimó la 
velocidad del frente de la pluma. El efecto del número de disparos láser acumulados en el 
volumen del cráter a diferentes presiones de aire ambiente y un análisis elemental de la 
muestra se realizaron usando SEM acoplada con EDX. La morfología superficial de la 
superficie irradiada mostró que el aumento de la presión del gas ambiente disminuyó la masa 
ablacionada, o en otras palabras redujo significativamente el acoplamiento láser-objetivo. 
 
6.2.1. Introducción al análisis de plasmas 
Los plasmas producidos por láser (LPPs) son actualmente un tema de gran interés en 
áreas fundamentales y aplicadas de la investigación científica. Los plasmas producidos por 
láser son de naturaleza transitoria, con parámetros característicos que evolucionan 
rápidamente en el espacio y el tiempo. Existen diferentes técnicas diagnósticas para 
caracterizar LPPs, como la espectroscopia de emisión óptica, la sombragrafía y la fotografía 
rápida, la fluorescencia inducida por láser, el sondeo de Langmuir, la desviación del haz foto-
térmico, la espectrometría de masas, entre otros. Estos estudios son esenciales para la 
comprensión de diversos procesos en física de plasma fundamental. Existen muchas 
aplicaciones para los LPPs en una amplia variedad de campos de investigación básica y 
tecnología de materiales, como la fabricación de películas finas por deposición mediante láser 
pulsado157, la producción de nanopartículas y clusters158, las modificaciones superficiales159, 
los análisis espectroquímicos de diversos materiales mediante LIBS160, la fuente de iones161, 
la litografía64, la microscopía162, y en la fabricación de dispositivos microelectrónicos.   
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Además de las aplicaciones tradicionales de LIBS, donde se estudian principalmente 
materiales inorgánicos, progresos recientes en la técnica permiten el análisis de agentes 
biológicos de guerra163, tejidos animales164, aerosoles biológicos165 y la identificación de 
bacterias166. Por otra parte, el láser de CO2 ha sido ampliamente utilizado en los últimos 30 
años en diversos campos de la medicina167 y sigue siendo uno de los láseres médicos más 
útiles y eficaces disponibles en el mercado. Este láser se utiliza principalmente como una 
herramienta quirúrgica o cosmética, ya que puede cortar o vaporizar el tejido con bastante 
poco sangrado y un daño mínimo al tejido circundante. Se utiliza para eliminar las capas 
delgadas de la superficie de la piel sin entrar en las capas más profundas. 
La interacción de una pluma con un gas ambiente conduce a una expansión que 
implica varios procesos complejos, tales como termalización, atenuación, deceleración, 
blindaje del plasma por del láser, difusión, recombinación de electrones, confinamiento, 
agrupamiento y formación de ondas de choque. En un estudio reciente124 se han estudiado 
los espectros de emisión, la densidad de electrones y la temperatura de las plumas de ablación 
láser en los tejidos del músculo porcino desde el punto de vista espacial y temporal. 
En este trabajo se presenta un análisis experimental de la ablación con láser del tejido 
muscular del esqueleto de cerdos utilizando la fotografía rápida. Esta muestra se seleccionó 
debido a su similitud con la composición fisiológica de tejidos musculares humanos. 
Las imágenes de la pluma en expansión se registraron en diferentes condiciones de 
vacío. Las vistas de lado de la expansión de la pluma se realizaron registrando la emisión 
global visible desde el plasma. Esto es importante para comprender la hidrodinámica de la 
expansión de la pluma. La dinámica del frente de la pluma se comparó con varios modelos 
de expansión, encontrando generalmente un buen acuerdo. En comparación con el vacío, la 
presencia de gas ambiente afecta significativamente al acoplamiento de láser-objetivo y a la 
masa ablacionada. Se utilizó la técnica SEM para una alta ampliación de los cráteres 
producidos por el láser, y la espectroscopia EDX para hacer un microanálisis químico 
cuantitativo de algunas regiones de la muestra. 
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6.2.2. Procedimiento experimental 
El estudio se realizó con muestras de carne de dos cerdos obtenidos de un matadero 
industrial autorizado con todos los certificados necesarios de conformidad con los requisitos 
formales de la Unión Europea. Los cerdos no fueron sacrificados sólo con el propósito de 
llevar a cabo este experimento, sino que fueron seleccionados al azar de las poblaciones 
sacrificadas para el consumo diario. 
La heterogeneidad espacial de las diferentes concentraciones elementales en los 
tejidos biológicos es un fenómeno bien conocido, que se puede observar fácilmente mediante 
un análisis SEM-EDX. Con el fin de disminuir el impacto de la heterogeneidad espacial en 
las muestras y tener muestras biológicas inofensivas y estables, los tejidos fueron liofilizados. 
Un total de 250 mg de tejido se molieron utilizando un mortero de ágata y un mazo durante 
5 min, y posteriormente, se comprimieron en una pastilla compacta utilizando una prensa 
hidráulica a 10 Ton/cm2. El espesor y el diámetro de las pastillas eran de aproximadamente 
2 mm y 13 mm, respectivamente. La densidad de la muestra fue 0,93 g/cm3. 
Las pastillas se analizaron directamente sin preparación adicional. La instrumentación 
empleada para este experimento fue la descrita en el Capítulo 4, perteneciente a la UAM. Las 
condiciones de vacío se estudiaron mediante SEM (Hitachi S-3000N) equipado con un 
analizador EDX (Oxford Instruments INCAxsight). 
Las profundidades de los cráteres de ablación se midieron utilizando un microscopio 
óptico Raman (Renishaw inVia). La emisión del plasma se recogió y se formó una imagen 
en la ranura abierta de un espectrógrafo de alta resolución con la rejilla de difracción en orden 
cero (espejo). Se insertó un prisma de cuarzo en la trayectoria óptica para girar la imagen de 
plasma en 90 º, proyectando la dirección de la expansión del plasma (eje z) sobre la ranura 
de entrada. El prisma Dove está situado entre dos lentes de cuarzo con longitudes focales de 
80 mm y 40 mm. Se encontró que la ampliación de la imagen final formada por el sistema 
óptico era de 1:0,5. Las imágenes fueron grabadas por un ICCD (Andor iStar DH-734, 
1024x1024 píxeles, 13 µm píxeles) en modo de imagen, que está sincronizado con el 
disparador del pulso láser. 
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6.2.3. Resultados 
Efectos del Aire Ambiental en las Imágenes de la Pluma del Plasma  
Cuando un láser pulsado de nanosegundos con suficiente energía se enfoca en una 
muestra, se produce la ablación del material, y, posteriormente, el plasma inducido por láser. 
La iniciación de un plasma sobre la superficie de la muestra comienza en el vapor caliente 
de la muestra. La pluma del plasma de vapor caliente interactúa con la atmósfera circundante 
de dos maneras160:  
1. La expansión del vapor de alta presión produce una onda de choque en la 
atmósfera. 
2. La energía es transferida a la atmósfera por una combinación de conducción 
térmica, transferencia radiativa y calentamiento por la onda de choque.  
La importancia relativa de estos procesos para determinar la evolución subsiguiente 
del plasma depende de la densidad de potencia láser, la composición de la muestra, el tamaño 
de las burbujas de plasma de vapor y el punto focal, la composición y la presión de los gases 
ambientales, la longitud de onda del láser y su perfil temporal. Con una alta irradiancia, como 
en este estudio (1.1 GWxcm-2), el calentamiento de choque domina. A largas longitudes de 
onda del láser (λ> 1 µm), como aquí, la iniciación de la ablación se asocia usualmente con la 
ionización en cascada (hν + e + M → e* + M → 2e + M+). El material ablacionado o el denso 
vapor de la pluma consta de electrones, iones, átomos, moléculas, clusters y radiación 
dispersa. Los clusters son producidos por efectos colectivos, y la formación de gotitas está 
relacionada con perturbaciones hidrodinámicas ya que grandes fragmentos de material son 
expulsados debido a la relajación del estrés. Las especies, que son expulsadas de la superficie, 
llevan consigo una cierta energía interna y cinética. Inicialmente, las especies producidas 
sufren colisiones en la región de alta densidad cerca de la superficie de la muestra, formando 
la llamada capa de Knudsen, que conduce a una expansión altamente direccional 
perpendicular a la muestra. La dinámica de expansión de la pluma LPP ha sido descrita en 
otra parte32. Después de la interacción del láser con el blanco, se produce una expansión 
isotérmica de la pluma del plasma. Esta pluma absorbe la energía del rayo láser, y su 
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temperatura y presión crecen. Se produce una expansión adiabática de la pluma del plasma 
cuando la temperatura puede estar relacionada con las dimensiones del plasma32. 
La emisión del plasma comienza poco después de que el rayo láser alcance la muestra. 
Las imágenes de este estudio se registraron a diferentes tiempos de retraso (td) para un tiempo 
de tiempo de medida (tw) típicamente de 0,1 µs. Dado que el número de fotones detectados 
en una imagen de un solo disparo es relativamente bajo, la acumulación de ganancia de 
imágenes de un solo disparo permite formar una imagen más completa. La característica más 
significativa de este enfoque es el aumento generalmente grande en la relación señal-ruido 
que se realiza, debido a la disminución en el ruido de la proyección de la imagen. El tiempo 
de integración se selecciona correctamente para obtener imágenes de alta calidad, 
dependiendo de los diferentes parámetros del láser y del nivel de intensidad del plasma. Cada 
imagen representa un espectro integrado de la pluma del plasma. Después de un número 
adecuado de disparos láser, típicamente cinco, las imágenes resultantes se promedian en 
conjunto para producir una única imagen representativa. La Figura 6.2.3.1 muestra las 
imágenes ICCD resueltas en tiempo del plasma en expansión producido sobre una muestra 
sólida de tejido de cerdo a diferentes presiones de aire que van desde 7,5x10-5 Torr hasta la 
presión atmosférica. Los tiempos en estas imágenes representan el tiempo después del 
comienzo del pulso láser. A bajas presiones ambientales (Figura 6.3.2.1, fila superior), 
debido a la baja densidad del gas de fondo, la interacción de la pluma es débil y, por lo tanto, 
la expansión es mayormente perpendicular a la superficie de la muestra. Está claro que no 
hay mucha influencia del aire ambiente en la expansión del plasma. La forma inicial del 
plasma es alargada (td <0,3 µs) y posteriormente esférica, debido a que la expansión radial 
del plasma no está confinada por el gas ambiente. Cuando la presión se incrementa a 2.8x10-
2 Torr (Figura 6.3.2.1, fila media), el comportamiento es similar, aunque la forma alargada 
inicial del plasma dura más tiempo (td <1.5 µs), debido al efecto de confinamiento inducido 
por la presión ambiental. A presión atmosférica (figura 6.3.2.1, fila inferior), la forma del 
plasma es principalmente alargada y se separa de la superficie de la muestra 200 ns después 
del inicio del pulso láser, produciendo un movimiento lento o un componente casi constante 
cerca del objetivo y otro componente que se mueve más rápido. Este componente rápido está 
ligeramente fuera del eje incidente del láser. En este caso, el comportamiento del plasma se 
caracteriza por una fuerte interpenetración e interacción del plasma y el gas ambiente a alta 
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presión. Se forma una región límite de contacto entre la pluma del plasma y la onda de choque 
en el gas. La emisión de este componente rápido existe hasta ≤ 5 µs. Junto con la nitidez, el 
componente más rápido se divide de nuevo en dos nubes. La expansión de la pluma se 
observa hasta 5,5 µs en vacío (7,5-10,5 Torr), pero a medida que aumenta la presión, la 
expansión dura más tiempo (6 µs a 2,8x10-2 Torr y 10 µs a presión atmosférica). A medida 
que aumenta la presión, disminuye la penetración recíproca de la pluma y el aire ambiente, 
produciendo un confinamiento de la pluma y formando interfases. En esta condición, también 
aparece cierta turbulencia en el plasma en expansión junto con la desaceleración y un 
aumento en las colisiones. Esto conduce a una emisión de la pluma del plasma cada vez 
mayor y, por lo tanto, las plumas duran más tiempo a altas presiones. 
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Figura 6.2.3.1: Imágenes ICCD resueltas en tiempo de tejido de cerdo a diferentes presiones de fondo: 
7,5x10-5 Torr (fila superior); 2,8x10-2 Torr (fila media); Presión atmosférica (fila inferior). El tiempo de 
exposición fue de tw = 100 ns. Los tiempos en las imágenes representan el tiempo después del comienzo del 
pulso láser. Todas las imágenes se normalizan a su máxima intensidad siendo la escala de pseudo-color 
indicada para cada figura. 
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A estas presiones, la dinámica de expansión se rige por la naturaleza y presión del gas 
ambiente y el blindaje del plasma por del láser. El blindaje del plasma es un proceso en el 
que se impide que el haz láser alcance la muestra por varios procesos, tales como el 
bremsstrahlung inverso, y la absorción iónica. La superficie ablacionada de la muestra se 
vuelve ópticamente densa a altas intensidades del láser, y la cola del pulso láser de CO2 
entrante puede interactuar con el plasma, siendo absorbidos o reflejados. 
Modelo de onda de choque en el plasma en expansión 
Las intensidades de emisión del área axial (FWHM) a 7.5x10-5 Torr y 2.8x10-2 Torr 
en función del retraso se dan en la Figura 6.2.3.2. Estos gráficos se obtienen a partir de las 
imágenes, y proporcionan información muy útil sobre la expansión y estructura interna de la 
pluma del plasma. 
Cuando se compara el tiempo de retraso, las imágenes promediadas revelan que la 
intensidad de la emisión del plasma decae exponencialmente con el tiempo. El tamaño del 
plasma (tanto axial como radial) a 7,5x10-5 Torr crece linealmente con el tiempo (Figura 
6.2.3.2, izquierda), mientras que el tamaño del plasma a 2.8x10-2 Torr sigue un 
comportamiento anómalo (Figura 6.2.3.2, derecha). A 2,8x10-2 Torr, el tamaño del plasma 
axial aumenta rápidamente de 0 a 0,5 µs, después disminuye linealmente hasta 
aproximadamente 3,5 µs, y por último aumenta lentamente hasta 5 µs. Esto se debe a diversas 
interacciones complejas que tienen lugar entre las especies del plasma en expansión y las 
especies del gas de fondo a diferentes niveles de presión. En comparación con el vacío 
Figura 6.2.3.2: Intensidad de emisión del área axial y tamaño axial del plasma (FWHM) a: 7,5x10-5 Torr 
(figura de la izquierda); 2.8x10-2 Torr (figura de la derecha), como una función del tiempo de retraso desde el 
comienzo del pulso láser. 
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(Figura 6.2.3.1, fila superior y Figura 6.2.3.2, izquierda), la interacción del plasma con el aire 
ambiente se complica debido a nuevos procesos, como la formación de ondas de choque y 
agrupamientos, división de plumas, confinamiento, deceleración del plasma, termalización y 
difusión. 
Midiendo el área de sección transversal axial y el tamaño axial del plasma (Figura 
6.2.3.2, izquierda), se cuantificó la disminución de la intensidad y el crecimiento del tamaño 
del plasma en el intervalo de retrasos. Las intensidades de emisión a 7,5x10-5 Torr en función 
de las distancias axiales y radiales se dan en la Figura 6.2.3.3 (izquierda). La inserción de la 
Figura 6.2.3.3 muestra los perfiles de intensidad radial normalizados. Para facilitar la 
comparación, cada perfil se ha normalizado a su máxima intensidad. 
La distancia axial cero corresponde a la posición objetivo. La radiación de baja 
intensidad se observa a distancias negativas, debido a la penetración del pulso láser en la 
muestra y a la reflexión de la luz desde la superficie de la misma. Los perfiles de intensidad 
de emisión axial (7,5x10-5 Torr) muestran una distribución de pico única para diferentes 
tiempos de retraso después de la formación del plasma, lo que indica una emisión uniforme 
a lo largo de la dirección de expansión. Las imágenes del LPP muestran una expansión de la 
pluma de hasta 20 mm en ambas direcciones, axial y lateral. Los perfiles de intensidad de 
emisión radial muestran una distribución de pico único para tiempos de retraso cortos (td 
<3,5 µs) y una división en dos máximos simétricos en períodos largos. 
Figura 6.2.3.3: (Izquierda) Perfiles de intensidad axial normalizados a partir de las imágenes ICCD del 
plasma en vacío (Paire = 7,5x10-5 Torr) en función del tiempo de retraso. La inserción muestra los perfiles de 
intensidad radial normalizados; (Derecha) y las velocidades obtenidas a partir de las imágenes ICCD del 
plasma en vacío (Paire = 7,5x10-5 Torr) junto con el ajuste a un modelo de onda de choque. 
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La expansión del plasma en el fondo de vacío es adiabática y puede predecirse 
mediante modelos teóricos y simulaciones numéricas de dinámica de gases32. Los datos de 
imagen se usaron para generar gráficos de posición-tiempo del frente de plasma (7,5x10-5 
Torr) y se dan los resultados en la Figura 6.2.3.3 (derecha). Se encuentra que la posición del 
límite frontal de choque de la pluma está bien definida en las sombragrafías63, mientras que 
es difícil estimar en la grabación de imágenes ICCD debido a la intensa auto-emisión. Como 
se observó en Harilal et al.63, tomamos la posición frontal de la pluma basándonos en una 
reducción del 90% en la intensidad máxima. Los datos obtenidos se representan en la Figura 
6.2.3.3 (derecha), junto con un ajuste al modelo de choque. Dado que existe un umbral de 
distancia para la formación de ondas de choque, consideramos una onda de choque 
retardada168. El frente de la pluma se comporta linealmente en los primeros tiempos (td<0,5 
µs), indicando la expansión libre de la pluma en el vacío. Las velocidades de expansión del 
frente del plasma se estimaron a partir de las pendientes de la gráfica posición-tiempo. Como 
podemos ver en las gráficas, no hay división de la pluma del plasma, y, a medida que el 
tiempo evoluciona, el máximo y la posición del frente de choque aumentan. En el vacío y 
hasta aproximadamente 1 µs, la expansión del plasma es aproximadamente lineal y en 
tiempos posteriores, hay una desaceleración de la pluma. La velocidad inicial y máxima del 
plasma en expansión es aproximadamente 3x106 cm/s y después disminuye lentamente hasta 
0,25x106 cm/s a 5 µs. 
De acuerdo con la teoría de Taylor-Sedov168, para una onda expansiva que emana de 
una explosión de punto fuerte, la posición de choque R se define por: 
𝑅𝑅 =  𝜉𝜉0 �𝐸𝐸0𝜌𝜌𝑣𝑣�1/(𝑛𝑛+2) 𝑡𝑡2/(𝑛𝑛+2)     Ecuación 6.2.3.1. 
donde ξ0 es una constante dada por ξ0 = [(75/16𝜋𝜋)(γ-1)(γ+1)2/(3γ-1)]1/5γ siendo el índice 
adiabático, E0 la cantidad de energía liberada durante la explosión, ρb la densidad de gas de 
fondo y t el tiempo de retraso. El parámetro n es 1 para una onda de choque plana, 2 para una 
cilíndrica y 3 para una esférica. Este modelo descarta la viscosidad y es aplicable cuando la 
masa del material inyectado es pequeña en comparación con la masa del gas ambiente puesta 
en movimiento por la onda de choque. Por lo tanto, una ecuación general de la forma R(t) = 
a t0.4 se emplea para modelar la dinámica de la onda de choque esférica donde a es una 
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constante. La Figura 6.2.3.3 (derecha) muestra una gráfica de R-t a 7.5x10-5 Torr, junto con 
el correspondiente ajuste R ∼ (2,6 ± 0,1) t2/5 [mm/µs2/5]. El ajuste de la gráfica es mejor 
después de 1 µs de acuerdo con la Figura 6.2.3.1 (fila superior). La validez del modelo de 
onda de choque está restringida a una región de distancia donde la masa del gas que rodea a 
la onda de choque es mayor que la masa ablacionada, hasta distancias a las que la presión 
que impulsa el movimiento de la pluma es mayor que la presión del gas en reposo. La región 
espacial límite R, más allá del modelo de onda de choque, no es válida: 
�
3𝐹𝐹𝑝𝑝
4𝜋𝜋𝜌𝜌𝑣𝑣
�
1/3 « 𝑅𝑅 « �𝐸𝐸0
𝑇𝑇𝑣𝑣
�
1/3
                                Ecuación 6.2.3.2. 
donde Mp es la masa de la pluma en expansión y Pb es la presión por delante del frente de la 
onda de choque169. Según Zeldovich y Raiser168, la formación de la onda de choque adquiere 
importancia cuando la masa del gas desplazado es comparable a la masa del plasma (Mp). 
Asumiendo una expansión hemisférica del plasma, Mp se puede estimar usando la siguiente 
expresión: 
𝑀𝑀𝑝𝑝 =  23  𝜋𝜋𝑅𝑅𝑆𝑆𝐹𝐹3 𝜌𝜌𝑜𝑜                                              Ecuación 6.2.3.3. 
siendo RSW el radio delantero. 
Modelo de arrastre del plasma en expansión 
En la Figura 6.2.3.4 (izquierda) se dan las intensidades normalizadas del área axial a 
2.8x10-2 Torr, obtenidas a partir de las imágenes dadas en la Figura 6.2.3.1, en función de la 
distancia axial.  
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Los perfiles de intensidad de emisión axial muestran una distribución de pico única 
para diferentes tiempos de retraso después de la formación del plasma, lo que indica una 
emisión uniforme a lo largo de la dirección de expansión. Las imágenes LPP (Figura 6.2.3.1, 
fila del medio) muestran expansión de plumas de hasta 15 mm en ambas direcciones, axial y 
lateral. Los datos de formación de imágenes se utilizaron para generar gráficas posición-
tiempo del frente del plasma a 2,8x10-2 Torr. A esta presión, el modelo de arrastre169 
proporciona un mejor ajuste en un entorno con fondo de alta viscosidad, el cual viene dado 
por: 
𝑅𝑅 =  𝑅𝑅0 �1 − 𝑒𝑒−𝛽𝛽𝑖𝑖�                                   Ecuación 6.2.3.4. 
donde R0 es la distancia de parada de la onda de choque del plasma (distancia a la cual la 
pluma se detiene) y β es el coeficiente de parada. Este modelo predice que la pluma se 
detendrá debido a la resistencia de las colisiones con el gas de fondo. A medida que el tiempo 
evoluciona, la pluma disminuye y las partículas expulsadas chocan con los átomos de gas 
ambientales y pierden su energía cinética. La pluma en expansión actúa como un pistón que 
comprime el gas ambiente. La posición frontal medida frente al retraso a 2,8x10-2 Torr se 
representa en la Figura 6.2.3.4 (derecha), junto con un ajuste al modelo de arrastre. 
La Figura 6.2.3.4 muestra que el modelo de arrastre coincide bien con nuestros datos, 
siendo los valores de los parámetros de ajuste β = 3,57 ± 0,15 µs-1 y R0 = 2,198 ± 0,011 mm.  
Figura 6.2.3.4: (Figura de la izquierda) Perfiles de intensidad axial normalizados a partir de las imágenes 
ICCD del plasma en medio vacío (Paire = 2,8x10-2 Torr) en función del tiempo de retraso, y (Figura de la 
derecha) las velocidades obtenidas a partir de las imágenes ICCD del plasma en vacío (Paire = 2,8x10-2 
Torr), junto con el ajuste a un modelo de arrastre. 
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Las velocidades de expansión del frente de plasma se estimaron a partir de las pendientes del 
gráfico de posición-tiempo. La Figura 6.2.3.4 muestra que la velocidad inicial de la pluma es 
de 5.2x105 cm/s y, posteriormente disminuye rápidamente hasta 0,1x105 cm/s a 1 µs, siendo 
aproximadamente cero en tiempos más altos. Al comparar la velocidad de la pluma a un vacío 
más alto (Figura 6.2.3.3), la ralentización es obvia debido a la interacción de la pluma con 
las moléculas de aire que crean una fuerza de arrastre. Además, hay una disminución en la 
masa ablacionada (como se muestra en la siguiente sección) y, por lo tanto, en el plasma 
inducido por láser. 
Las intensidades de emisión del área axial y algunas imágenes del plasma en 3D a 
presión atmosférica en función del tiempo de retraso se dan en la Figura 6.2.3.5 (izquierda).  
Las imágenes promediadas revelaron que la intensidad de emisión del plasma decayó 
exponencialmente con el tiempo, pero aparecen ciertas inestabilidades y división de plumas. 
La figura 6.2.3.5 (derecha) muestra los perfiles de intensidad axial normalizados de las 
imágenes ICCD del plasma a presión atmosférica en función del tiempo de retraso. Los 
perfiles de intensidad de emisión axial a presión atmosférica muestran una distribución de 
picos múltiples para diferentes tiempos de retraso después de la formación del plasma, 
indicando interacciones complejas entre el plasma generado en la muestra, el plasma 
generado en el aire de fondo, etc. A 1 atm, la pluma se separa de la superficie de la muestra 
después del inicio del pulso láser, produciendo un componente de movimiento lento o casi 
Figura 6.2.3.5: (Figura de la izquierda) Intensidad de emisión del área axial del plasma a presión 
atmosférica. Los insertos muestran cuatro imágenes a diferentes tiempos de retraso; (Figura de la derecha) 
perfiles de intensidad axial normalizados a partir de las imágenes ICCD del plasma a presión atmosférica en 
función del tiempo de retraso. 
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constante cerca de la muestra y un componente móvil más rápido, fuera del eje incidente del 
láser. El comportamiento del plasma se describe por una fuerte interpenetración e interacción 
del plasma y el gas ambiente a alta presión. Se forma una región límite de contacto entre la 
pluma y la onda de choque en el gas. Como antes, las intensidades de imagen media a presión 
atmosférica (Figura 6.2.3.5) se deterioran exponencialmente con el tiempo. Sin embargo, si 
comparamos el plasma producido a 2,8x10-2 Torr (Figuras 6.2.3.1 y 6.2.3.2, paneles 
centrales), hay un aumento en la intensidad de este plasma a presión atmosférica, a pesar de 
que la masa ablacionada es menor. El aumento de la intensidad de emisión del plasma en 
expansión en el gas de fondo puede atribuirse principalmente a las excitaciones debidas a 
colisiones con átomos del fondo y a la excitación/recombinación por impacto de electrones. 
Entre estos dos casos, los procesos de impacto de electrones deben desempeñar el papel 
dominante en la excitación, ya que las secciones transversales de la colisión átomo-átomo 
son dos órdenes de magnitud inferior a las colisiones electrón-átomo170. La interacción entre 
la pluma en expansión y el gas ambiente puede causar la ionización del gas ambiente, lo que 
contribuye al aumento de la densidad electrónica. Además, se informa de una disminución 
de la intensidad del umbral de ruptura en el aire de 1 a 0,3 GW·cm-2 para presiones de aire 
entre 30 hPa y 500 hPa, seguido de un aumento de hasta 1,2 GW·cm-2 a presión atmosférica33. 
Para presiones de aire inferiores a 10 hPa, no se observó descomposición de aire para un láser 
de TEA-CO2 con una densidad de potencia máxima de 6,3 GW·cm-2. Un aumento en la 
densidad electrónica, y, por lo tanto, un aumento de la excitación del impacto de electrones, 
podría ser responsable de la mejora de la emisión a altas presiones. Otro factor, que explica 
la gran diferencia en la intensidad de emisión a 2,8·10-2 Torr y a presión atmosférica, es el 
crecimiento en cascada de la densidad del número de electrones y del coeficiente de 
absorción del plasma en el medio ambiente. La condición para el crecimiento en cascada se 
expresa como171: 
�
𝑜𝑜𝑑𝑑
𝑜𝑜𝑖𝑖
� =  4𝜋𝜋2𝑒𝑒2𝐼𝐼𝜈𝜈𝑒𝑒𝑟𝑟𝑟𝑟
𝜋𝜋𝑐𝑐𝜔𝜔2
−  2𝜋𝜋𝜈𝜈𝑒𝑒𝑟𝑟𝑟𝑟𝐼𝐼𝑝𝑝
𝐹𝐹𝑣𝑣
                     Ecuación 6.2.3.5. 
donde ε es la energía de los electrones libres, e y m son la carga y la masa del electrón, Mb 
es la masa de la partícula neutra del gas de fondo, IP es la energía de la primera etapa de 
ionización del gas, νeff es la frecuencia efectiva de la colisión electrón-neutral, I es la 
intensidad de la radiación láser, y ω es la frecuencia de la radiación láser. El primer término 
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en el lado derecho de la Ecuación 6.2.3.5 expresa la tasa de crecimiento de la energía por la 
absorción de fotones láser, mientras que el segundo término es la tasa máxima de pérdida de 
energía debido a las colisiones elásticas e inelásticas con partículas de gas neutro. Al 
comparar el aire a baja y alta presión, la condición para el crecimiento en cascada es más 
favorable a presiones más altas que a presiones más bajas [Mb (4,67·10-8 g/cm3 a 2,8·10-2 
Torr) « Mb (0.0011 g/cm3 a 760 Torr), considerando nitrógeno]. Esto indica que la 
temperatura y densidad electrónica de la pluma del plasma debería ser mayor a altas presiones 
en comparación con presiones bajas. Esto dará lugar a un aumento en la excitación de 
impacto electrónico, que es en gran parte dependiente de la temperatura y de la densidad 
electrónica. Debe observarse que la condición de crecimiento en cascada no debe ser 
favorecida a presiones más altas (P > 1 atm) debido al aumento de la pérdida de energía por 
las colisiones elásticas de los electrones con las partículas neutras del gas. 
Efectos del aire ambiente en los perfiles de los cráteres 
La interacción de un láser pulsado con un material de fase condensada produce una 
ablación de masa que se evapora parcialmente y se transfiere al plasma, donde las especies 
excitadas emiten radiación específica de elemento, utilizada para realizar análisis LIBS. Una 
fracción de la masa ablacionada deja la muestra como partícula, líquido o vapor. 
Posteriormente, este vapor se condensa en el entorno del punto láser. Las partículas eyectadas 
pueden ser arrastradas por el flujo de gas o propagarse de nuevo a la región de interacción 
láser-muestra, produciendo una deposición que forma gotitas o salpicaduras. 
Debido a la complejidad de los procesos involucrados, es difícil estimar 
cuantitativamente la masa ablacionada. Sin embargo, la cantidad de masa eliminada se puede 
estimar mediante la densidad de la muestra y el volumen del cráter, suponiendo que los 
parámetros del plasma son homogéneos dentro del plasma y el material ablacionado es 
completamente vaporizado en el plasma. Debido a la baja dureza de la muestra de tejido, se 
observó formación de cráteres incluso después de un único pulso láser. Sin embargo, se 
irradiaron las muestras con varios disparos en cada punto para facilitar la medición de los 
parámetros físicos. La Figura 6.2.3.6 muestra una fotografía de los perfiles de cráter 
obtenidos después de 10, 25 y 50 pulsos láser acumulados en dos condiciones de vacío 
(7,5·10-5 y 0,03 Torr), y a presión atmosférica.  
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Figura 6.2.3.6: Fotografía que muestra las características superficiales del tejido muscular del cerdo después 
de irradiar 10, 25 y 50 pulsos láser en vacío (7,5·10-5 y 0,03 Torr), y presión atmosférica. 
Es visible que la presión del gas ambiente influye en la cantidad de material 
ablacionado mediante láser, modificando tanto el acoplamiento de laser-muestra como el 
acoplamiento láser-plasma. En el vacío, la muestra, de 1,5 mm de espesor, se perforó cuando 
se irradiaba con 25 o 50 pulsos. Para cada presión específica, a medida que aumenta el 
número de pulsos, la profundidad del cráter y la masa ablacionada crecen linealmente. Los 
diámetros y la profundidad medidos en los diferentes cráteres muestran que estos parámetros 
disminuyen a medida que aumenta la presión del aire ambiente. La Figura 6.2.3.7 muestra 
las imágenes SEM de los cráteres producidos mediante 10 pulsos láser a dos presiones de 
aire (75 y 660 Torr).  
Figura 6.2.3.7: Micrografías electrónicas de barrido que revelan las características superficiales del tejido 
muscular del cerdo después de irradiar 10 pulsos láser en dos condiciones de vacío diferentes: 75 Torr 
(izquierda) y 660 Torr (derecha). 
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Los puntos láser muestran una región central de fusión intensa, donde se ha eliminado 
cierta cantidad de masa, y una región externa alrededor de la misma donde se observan 
microestructuras. Hay una re-solidificación del material fundido en forma de vórtice, gotitas, 
poros, y re-deposición de partículas. Como la intensidad del láser es más alta en el centro y 
disminuye hacia la periferia, genera un gradiente de temperatura que provoca el movimiento 
del material líquido, principalmente a lo largo de la dirección radial, dando lugar a la 
formación de elevación regular (ondulaciones) que se extienden hasta la periferia del pulso 
láser. Para calcular la masa ablacionada, se considera el cráter como un tronco elíptico 
cónico, y se miden los diámetros superiores y la profundidad, pudiendo así calcular los 
diámetros inferiores y el volumen. Por ejemplo, para los cráteres mostrados en la Figura 
6.2.3.7, la masa ablacionada a 75 Torr es tres veces mayor que a 660 Torr (Tabla 6.2.3.1). La 
incertidumbre estimada en la determinación de la masa ablacionada es de aproximadamente 
el 30%. Además, a una presión más alta, se produce una sustancial salpicadura de material 
fundido en el cráter (Figura 6.2.3.7). A presiones más altas, el blindaje del plasma se hace 
dominante, lo que no sólo reduce la ablación de masa, sino que también absorbe la energía 
del láser entrante que resulta en un plasma de alta temperatura delante de la superficie de la 
muestra. Este plasma caliente puede aumentar la presión sobre la superficie fundida, lo que 
puede provocar salpicaduras y mejorar el movimiento del material desde el centro a la 
periferia del área analizada. Observaciones similares han sido reportadas por Farid et al62. 
Tabla 6.2.3.1: Volumen y masa ablacionada por pulso de los cráteres de la Figura 6.2.3.7. 
 
Eje, profundidad (mm) 
Presión 
75 Torr 
Presión 
660 Torr 
d1 (eje superior, elipse superior) 2.04 1.64 
d2 (eje inferior, elipse superior) 1.64 1.10 
d3 (eje superior, elipse inferior) 1.78 1.48 
d4 (eje inferior, elipse inferior) 1.42 0.96 
h (profundidad del cráter) 0.42 0.26 
Volumen (mm3) 0.966 0.328 
Masa ablacionada (µg/pulso) 90 30 
V = (h𝜋𝜋/12) x [(d1 x d2) + (d3 x d4) + (d1 x d2 x d3 x d4)1/2] 
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Microscopía electrónica de barrido (SEM) y espectroscopía de rayos X de dispersión de 
energía (EDX): Análisis elemental de la muestra 
La Tabla 6.2.3.2 muestra el microanálisis químico realizado mediante SEM-EDX. Se 
observó una composición casi similar en la superficie original de la muestra y en el cráter 
formado después de la interacción con el láser. Otros elementos como el H (imposible de 
detectar por EDX), el Mg y el Ca fueron observados mediante LIBS79. Las concentraciones 
de todos los elementos concuerdan con la composición del tejido animal deshidratado. El 
límite de detección mínimo de un analizador EDX es de aproximadamente 0,1% para 
elementos con Z> 10, y aproximadamente 1,0% en peso para los elementos más ligeros172. 
En EDX, la mayor parte de la emisión de rayos X se origina a partir de un volumen por debajo 
de la superficie de la muestra. En el análisis presentado aquí (Tabla 6.2.3.2 y Figura 6.2.3.8), 
la penetración de electrones calculada de los rayos X es de aproximadamente 7,3 µm. 
 
Tabla 6.2.3.2: Datos del análisis composicional de la muestra de tejido muscular de cerdo. 
 
Elemento 
 
Series 
Concentración 
normalizadaa 
(%peso) 
Concentración 
atómicaa 
(%peso) 
Concentración 
normalizadab 
(%peso) 
Concentración 
atómicab 
(%peso) 
C Kα 54.48 1.92 61.19 52.88 1.77 59.3 
N Kα 16.55 2.52  15.94 19.79 2.30 19.0 
O Kα 25.38 1.23 21.40 24.23 1.15 20.4 
Na Kα 0.35 0.08 0.21 0.36 0.07 0.21 
Si Kα 0.05 0.04 0.02 - - 
P Kα 0.61 0.10 0.26 0.62 0.08 0.27 
S Kα 0.83 0.10  0.35 0.72 0.08 0.30 
Cl Kα 0.52 0.06 0.20 0.19 0.05 0.07 
K Kα 1.23 0.08 0.43  1.22 0.08 0.42 
asin ablación láser. 
bDespués de la ablación láser (ver Figura 6.2.3.8). 
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6.2.4. Conclusiones 
Se ha investigado la dinámica de expansión de la pluma del plasma en una muestra 
de tejido de músculo porcino, ablacionado por láser pulsado de CO2 a 10.591 µm, a diferentes 
presiones de aire ambiente. Las mediciones se hicieron utilizando imágenes de fotografía de 
alta velocidad. La intensidad del láser se fijó a 1,1 GW·cm² y el aire ambiente circundante se 
varió desde vacío (7,5·10-5 Torr) a presión atmosférica. Los datos de imagen se utilizaron 
para generar gráficos de tiempo-posición 2D del frente del plasma luminoso. Se observaron 
efectos como la división de la pluma, el afilado y la detención en función de la presión del 
aire. La posición y la velocidad del frente de la pluma se determinaron y se ajustaron a una 
onda de choque o modelo de arrastre dependiendo de las condiciones de vacío. El perfil de 
la pluma dependía de la presión ambiental circundante. Se calculó la masa ablacionada, 
aumentando a presiones bajas. También se estudió el efecto del número de disparos láser 
sobre el volumen del cráter a diferentes presiones de aire ambiente. Se examinaron los tejidos 
musculares de cerdo combinando SEM con EDX para visualizar y analizar diferentes 
regiones de la muestra. 
 
 
 
 
Figura 6.2.3.8: Micrografía electrónica de barrido que muestra características de la superficie ablacionada en 
la muestra (75 Torr) y su correspondiente espectro de microanálisis EDX para el área indicada. 
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6.3. Caracterización resuelta en tiempo del plasma producido 
mediante LIBS. 
 
Este trabajo está en proceso de escritura con la siguiente referencia bibliográfica: 
 “Time-resolved study of the laser-produced plasma from swine muscle tissue”. S. 
Moncayo, A. Marín-Roldán, J. J. Camacho, V. Motto-Ros & J.O. Cáceres. 
 
Resumen 
En este trabajo se investigan las características de emisión óptica del plasma 
producido por un láser de 1064 nm, con pulsos láser de 6-9 ns, en una muestra de tejido 
muscular de cerdo. Este estudio se ha realizado en colaboración con el Prof. Joaquín J. 
Camacho, de la UAM. Se utilizó una técnica complementaria para estudiar la morfología y 
la composición elemental de la muestra mediante SEM, combinada con EDX. La evolución 
temporal de la emisión óptica de la muestra liofilizada se estudió para comprender la 
dinámica de la formación del plasma, ablacionando con láser la muestra de músculo. El 
tejido del músculo esquelético de los cerdos ha sido seleccionado debido a su similitud en la 
composición fisiológica con tejidos musculares humanos. La evolución temporal de 
diferentes átomos y especies iónicas, tales como K, Mg, Mg+, H y O, así como las bandas 
moleculares del CN, ha sido investigada por espectroscopia de ablación láser resuelta en 
tiempo (LIBS) en condiciones de vacío medio (0,1 Pa). La densidad electrónica y la 
temperatura de vibración del CN han sido estudiadas en función del tiempo de retraso con 
respecto al pulso láser. La caracterización del plasma generado es el primer paso hacia el 
estudio de los elementos químicos fisiológicos del sistema humano musculo-esquelético. 
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6.3.1. Introducción a la caracterización resuelta en tiempo  
En el campo de la aplicación médica, la composición fisiológica y química de los 
tejidos humanos ha tomado una gran importancia debido a su correlación con algunas 
patologías173. La presencia de elementos inorgánicos en el tejido muscular puede 
considerarse como una indicación directa para el diagnóstico de una enfermedad eventual. 
Además, esta información proporciona pistas sobre los hábitos, la nutrición y otras 
condiciones ambientales de los individuos174. En particular, el estudio químico del tejido del 
músculo esquelético es valioso en el análisis forense; donde algunos elementos pueden 
aportar evidencia para determinar el intervalo post-mortem (PMI) o la detección de elementos 
tóxicos en el organismo175. Aunque existen diferentes técnicas analíticas capaces de obtener 
la composición elemental de muestras de tejido, como la espectroscopía de emisión atómica 
acoplada por inducción (ICP-AES)176, la espectrometría de masas con plasma acoplado 
inductivamente (ICP-MS) y la ablación con láser-ICP-MS177, con una alta sensibilidad y 
bajos límites de detección, todas estas técnicas excepto LA-ICP-MS involucran procesos de 
química húmeda (disolución de la muestra) que requieren largos procedimientos de 
preparación de muestras. La espectroscopia de ablación láser (LIBS) proporciona ventajas 
significativas sobre los métodos convencionales: preparación de muestras mínima, análisis a 
presión atmosférica, mayor resolución espacial (rango μm), análisis mínimamente 
destructivo y sensibilidad a nivel de ppm18. Aunque la técnica LIBS se ha utilizado 
tradicionalmente para el estudio de materiales inorgánicos, el interés en analizar diferentes 
materiales orgánicos ha aumentado rápidamente debido a su posible aplicación en diferentes 
áreas de investigación, como microbiología, medicina forense39, aerosoles biológicos, 
pólenes, cepas bacterianas74, muestras de hongos178 o agentes biológicos, entre otros. La 
dificultad para el análisis de materiales orgánicos surge del hecho de que estos compuestos 
son similares desde el punto de vista de la composición elemental. Cuatro elementos básicos, 
C, H, O y N, están siempre presentes y proporcionan la base común de los materiales 
orgánicos. Todavía se requiere una investigación detallada de las características del plasma 
de tejido muscular inducido por láser para optimizar las condiciones experimentales, lo que 
conduce a obtener mediciones adecuadas de emisión del plasma, apropiadas para el análisis 
LIBS. 
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La ablación láser depende de las propiedades termo-físicas de la muestra y de los 
parámetros del haz láser, y la física del proceso es bastante compleja y aún no está 
completamente entendida61. La formación, excitación y evolución del plasma no sólo 
dependen de las características químicas y físicas de la muestra, sino también de los 
parámetros láser (duración del pulso, longitud de onda y fluencia). En el trabajo anterior se 
estudió la evolución espacio-temporal del plasma de muestras de tejidos musculares inducido 
por un láser pulsado de CO2 de alta potencia y con atmósfera excita transversal (TEA), en 
condiciones de vacío y se midieron parámetros plasmáticos tales como la densidad y 
temperatura electrónicas del análisis temporal de diferentes especies124. 
El presente trabajo tiene como objetivo discutir los procesos inducidos por la ablación 
láser mediante un láser pulsado de Nd:YAG sobre músculo esquelético de cerdo, para 
establecer los mecanismos responsables de la emisión del plasma, y compararlos con los 
espectros del plasma de CO2. La radiación emitida por el plasma inducido por láser se ha 
caracterizado mediante la determinación de sus parámetros físicos, tales como la temperatura 
de excitación y la densidad electrónica. La expansión de la pluma y la formación de diversas 
especies atómicas, iónicas y moleculares se han estudiado con diferentes tiempos de retraso 
con respecto al comienzo de la ablación por láser. La densidad electrónica se calculó y se 
comparó con las intensidades de línea de una línea de oxígeno atómico y la emisión del Hα, 
por medio del ensanchamiento Stark. También se obtuvieron mediciones de la evolución 
temporal del magnesio y del potasio, haciendo un diagnóstico del plasma producido en 
términos de las especies químicas emisoras y evaluando los posibles mecanismos de 
excitación y formación del plasma. Finalmente, las emisiones moleculares de la banda CN 
también fueron estudiadas temporalmente, y la temperatura vibratoria efectiva fue calculada 
en función del tiempo de retraso. Para estudiar la morfología, la homogeneidad y la 
composición elemental del tejido se empleó la técnica de análisis SEM-EDX. 
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6.3.2. Procedimiento experimental 
Preparación de las muestras y análisis inicial mediante SEM combinada con EDX 
La preparación de la muestra ha sido previamente descrita en el epígrafe 6.2.2, por lo 
que sólo se presentan las condiciones experimentales relevantes para este estudio. Se 
utilizaron muestras de carne de dos cerdos, seleccionados aleatoriamente de la población de 
consumo diario, obtenida de un matadero industrial con licencia. Con el fin de disminuir el 
impacto de la heterogeneidad espacial en las muestras, se liofilizaron los tejidos79, y se 
trituraron 250 mg de tejido en un mortero de ágata durante 5 min, y, posteriormente, se 
comprimieron en una pastilla compacta usando una prensa hidráulica a 10 Ton/cm2. El grosor 
y el diámetro de las pastillas eran de aproximadamente 2 mm y 13 mm, respectivamente, con 
una densidad de 0,93 g/cm3. Las pastillas se analizaron directamente sin preparación 
adicional. La morfología y composición química elemental de la muestra de músculo porcino 
se estudiaron mediante SEM equipado con un analizador EDX. La heterogeneidad espacial 
de las diferentes concentraciones elementales en los tejidos biológicos es un fenómeno bien 
conocido que se puede observar fácilmente mediante el análisis SEM-EDX (Figura 6.3.2.1). 
El análisis mediante SEM se llevó a cabo utilizando un microscopio (Hitachi S-3000N). Los 
análisis EDX se realizaron con un analizador EDX adjunto (Oxford Instruments INCAx-
sight). El límite de detección mínimo de un analizador EDX es aproximadamente 0,1% para 
elementos con Z> 10 y aproximadamente 1,0% en peso para elementos más ligeros172. 
 
Figura 6.3.2.1: (izquierda) Vista ampliada de la muestra de cerdos liofilizados mediante SEM; (derecha) 
Espectro EDX de la muestra de músculo porcino y %peso del elemento (tabla insertada). 
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Configuración experimental LIBS 
La configuración experimental y el equipo utilizado se han descrito en el Capítulo 4. 
Se utilizó un láser Nd: YAG de conmutación Q (Litron LPY707G-10) que funcionaba a 1064 
nm con una duración de pulso de 6-9 ns y una frecuencia de repetición de 3 Hz típicamente 
para la ablación con láser y la formación de plasma. El haz láser se centró en la superficie de 
las muestras mediante una lente de enfoque de cuarzo de 20 cm de longitud focal. El diámetro 
estimado del cráter cuasi-circular producido por un pulso en la superficie de la muestra era 
aproximadamente de 300 μm. La muestra se montó en un posicionador de translación XY y 
rotación, que proporcionó una superficie nueva para cada disparo láser. Todas las mediciones 
LIBS se realizaron en una cámara de medio-alto vacío, con una presión base de 0,1 Pa 
(7,5·10-4 mmHg). La energía de salida del láser en la superficie de la muestra se atenuó (a 
150 mJ), utilizando un atenuador óptico variable motorizado mediante un polarizador de 
cavidad extra y una placa de media onda. Se colocó un medidor de energía piroeléctrica antes 
y después de la lente para estimar las pérdidas de energía. La luz de la emisión del plasma se 
recogió perpendicularmente al haz láser incidente a una distancia fija a lo largo del eje del 
plasma. La emisión óptica de la pluma del plasma se visualizó mediante un sistema óptico 
de recogida sobre la ranura de entrada de diferentes espectrómetros. Para los estudios de 
emisiones ópticas integradas en el tiempo y resueltas en el tiempo, se utilizó un espectrómetro 
de triple malla de 0,5 m (2400, 1800 y 1200 líneas/mm) (Shamrock 500i). El sistema de 
detección fue acoplado a una cámara ICCD (Andor iStar DH734). Para las mediciones 
resueltas en tiempo, el detector ICCD se sincroniza con el disparador del pulso láser, 
ajustando los tiempos de medida y retraso. Además, se utilizó una lámpara halógena estándar 
para calibrar la respuesta de intensidad del sistema de detección. 
 
6.3.3. Resultados 
Resultados del análisis mediante SEM-EDX  
 
Con el fin de obtener más información sobre la morfología y la composición 
elemental de la muestra de tejido de cerdo, también se realizó un análisis mediante SEM-
EDX. El microanálisis EDX de esta muestra proporcionó la composición elemental en 
términos de porcentaje en peso de cada elemento. El músculo esquelético es un tejido blando 
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con una estructura estriada, formada por microtúbulos. Sin embargo, la Fig. 6.3.2.1 
(izquierda) no representa la estructura estriada del músculo esquelético, ya que las muestras 
han sido sometidas a un proceso de liofilización y trituración, buscando la homogeneidad de 
la misma. Como se muestra en la imagen SEM, esta homogeneidad no es completa, 
evidenciando fibras estriadas, tubulares y multinucleadas. Como se observa en la Fig. 6.3.2.1 
(derecha), en el espectro del microanálisis de la superficie indicada la mayor contribución 
fue de elementos como C, N y O, mientras que Na, Mg, P, S y K estaban presentes en pequeña 
concentración. La tabla insertada en la Fig. 6.3.2.1 (derecha) ilustra la composición elemental 
analizada de la muestra de músculo de tejido de cerdo. Estos resultados fueron consistentes 
con los espectros LIBS, en los que se observaron las emisiones de los elementos inorgánicos. 
Otros elementos, como el H (imposible de detectar por EDX), Si, Cl, Zn, etc., fueron 
detectados por LIBS y en diferentes regiones de la muestra. Las concentraciones de todos los 
elementos coinciden con la composición de un tejido blando animal deshidratado. 
Resultados obtenidos mediante LIBS  
 
La interacción entre la radiación láser enfocada y la muestra de tejido muscular 
depende de numerosas variables relacionadas con el láser y la muestra ablacionada. Estas 
variables incluyen la longitud de onda del láser, la forma temporal del pulso láser, la 
intensidad del láser (densidad de potencia o irradiancia), entorno del gas ambiente, absorción 
óptica, propiedades del tejido biológico, etc. Si la irradiancia del láser en el volumen focal 
del sistema formado por la muestra vaporizada y el entorno que lo rodea es mayor que el 
umbral de ablación, se forma una pluma de plasma. 
 
• Comparación entre espectros obtenidos mediante láseres de Nd:YAG y CO2: 
 
Espectro de emisión de baja resolución típico (20 μs) obtenido por irradiación láser de 
alta potencia a dos longitudes de onda, a λ = 1064 nm (Nd-YAG, 6-9 ns, energía 150 mJ, 
energía de pulso 19 MW, densidad de potencia o irradiancia 27 GW·cm-2, frecuencia de 
repetición 3 Hz, área focalizada 7.1·10-4 cm2) y λ = 10.591 μm (TEA-CO2, 60-70 ns, energía 
620 mJ, área del punto focalizado 7.9·10-3 cm2, densidad de potencia 1,2 GW·cm-2, 
frecuencia de repetición 1 Hz)124 se comparan en la Fig. 6.3.3.1. En estas condiciones, aunque 
Alicia Marín Roldán____________________________________________________________________________ 
156  
el láser de TEA-CO2 tiene mayor energía que el láser de Nd:YAG, la intensidad del láser o 
la irradiancia es menor debido a los diferentes puntos focales en la superficie de la muestra.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los espectros se comparan con las posiciones de la línea atómica/iónica y las 
intensidades relativas de Na, K, Mg, Mg+, C, C+, C2+, N, N+, O y H enumeradas en NIST96. 
Un hecho notable es la baja influencia de la longitud de onda del láser en las líneas espectrales 
observadas y las bandas moleculares, como OH, NH, C2 y CN. Este comportamiento es una 
consecuencia del origen de las colisiones electrónicas del fenómeno de descomposición 
inducido por láser. La coincidencia de diferentes posiciones de las líneas espectrales es muy 
alta. La intensidad de ciertas líneas iónicas (por ejemplo la línea C2+ a 229.687 nm) es mayor 
para el láser de Nd:YAG que para el láser de CO2 debido a la mayor densidad de potencia 
láser utilizada. Los espectros del plasma del músculo porcino están dominados por la emisión 
de Na, K y H atómicos y excitados, y características moleculares de la banda CN (B2Σ+ - 
X2Σ+)124. La emisión medio-débil se debe principalmente a la excitación de átomos de C, O, 
Mg, N, y fragmentos iónicos de Mg+, Mg2+, C+, C2+, O+, O2+, N+, y características de las 
bandas moleculares C2 (d3Πg - a3Πu), NH (A3Π - X3Σ-), CH (B2Σ- ; A2Δ - X2Π) y OH (A2Σ+ 
- X2Σ+). También se detectan otros sistemas de bandas moleculares débiles de N2, N2+ y 
CaOH. 
Figura 6.3.3.1: Espectros de emisión óptica de una muestra de músculo porcino liofilizado obtenidos 
mediante dos láseres diferentes (Nd:YAG a 1064 nm y TEA-CO2 a 10.591 μm) y comparación con las 
posiciones de línea atómica/iónica e intensidades relativas listadas en NIST. 
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Con el fin de obtener más información sobre el plasma de la muestra producido por 
láser y obtener una asignación inequívoca de la emisión, hemos escaneado los espectros a 
alta resolución, lo cual fue suficiente para distinguir claramente entre casi todas las líneas 
observadas. Los espectros se han obtenido con exposiciones sucesivas en la cámara ICCD en 
el intervalo espectral 190 - 900 nm. Como ejemplo, la Figura 6.3.3.2 muestra un espectro 
integrado en el tiempo (20 μs) registrado en el experimento de ablación de la muestra. Se 
observa una estructura bastante compleja, como consecuencia de la superposición entre 
diferentes líneas atómicas/iónicas.  
 
• Evolución temporal de la emisión óptica desde el plasma: 
 
La espectroscopia de ablación láser resuelta en el tiempo (TR-LIBS) es la técnica más 
conocida para reducir el nivel de ruido relacionado con las emisiones continuas de fondo, 
que se basa en el hecho de que el continuo de fondo se desintegra más rápidamente con el 
tiempo que las líneas espectrales61. En este método, los datos se adquieren con un tiempo de 
retraso específico (td) después del inicio del pulso láser, usando sistemas de detección 
cerrados, por ejemplo, un ICCD o un conjunto de fotodiodos intensificado. En el método TR-
LIBS, la selección de un tiempo de medida y un tiempo de retraso apropiados para cada línea 
espectral depende en gran medida de la longitud de onda y la intensidad del láser, así como 
de las propiedades físicas y químicas de la muestra. Las condiciones experimentales durante 
la ablación con láser pueden reducir considerablemente la reproducibilidad de las 
mediciones61. La evolución temporal de la emisión óptica del plasma inducido en el tejido 
del músculo porcino se registró a diferentes tiempos de retraso después de la interacción 
láser-muestra en un ancho temporal de 0,1 μs, con un tiempo de medida constante de 0,1 μs. 
El aumento del pulso láser se consideró el origen de la escala de tiempo, t = 0 μs. Se 
caracterizó el comportamiento temporal de varias líneas de emisión de Mg+, K, O y H. La 
Figura 6.3.3.2 muestra los espectros de alta resolución para Mg+ en la región de 279 - 281 
nm a un tiempo de retraso que varía de 0 a 0,8 μs y una energía láser de 125 mJ. Este intervalo 
espectral se seleccionó para detectar especies de Mg+ ionizadas (3p 2P3/2,1/2 → 3s 2S1/2). Los 
niveles bajos de Mg están relacionados con un mayor riesgo de un síndrome metabólico, 
diabetes mellitus tipo 2, hipertensión y arteriosclerosis179. Como se observa, a tiempos de 
retraso cortos hay una contribución significativa del continuo en la emisión global. A 
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aproximadamente 0,3 μs el espectro está dominado por la emisión de las líneas espectrales 
de Mg+, ya que la emisión de continuo sufre una rápida reducción debido a la recombinación 
entre electrones libres e iones con una importante reducción de la emisión de 
Bremsstrahlung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A tiempos de retraso más tempranos (td = 0 μs), las líneas atómicas se ocultan bajo el 
continuo. Para retrasos más largos, las señales disminuyen debido al enfriamiento del plasma. 
En el medio, la relación señal/ruido se mejora y permite la detección de líneas de baja 
intensidad. La señal comienza a aparecer alrededor de 0,1 μs, mientras que a 0,6 μs la muestra 
presenta la mejor relación señal/ruido. 
La Figura 6.3.3.3 muestra la evolución temporal del plasma del espectro del tejido en 
dos regiones espectrales 765 - 771 nm y 776,6 - 778 nm a diferentes tiempos de retraso, con 
un tiempo de integración de 0,1 μs (energía láser 125 mJ). Estos rangos espectrales se 
seleccionaron para detectar la emisión de otros elementos importantes desde el punto de vista 
médico, como son el K y el O. La Figura 6.3.3.3 (izquierda) muestra en detalle la evolución 
dinámica de las líneas del doblete de K correspondientes a la transición electrónica 4p 
2P03/2,1/2 → 4s 2S1/2. La emisión de potasio aparece a 0,1 μs y su emisión disminuye 
fuertemente como consecuencia de la expansión y enfriamiento del plasma, y a 0,4 μs 
Figura 6.3.3.2: Espectro de emisión resuelto en tiempo para el doblete de la línea de Mg+ en función del 
tiempo de retraso para un tiempo de medida fijo de 0,1 μs. 
_____________________Capítulo 6: Análisis arqueológico mediante LIBS_____________ _________  
159  
desaparece el bremsstrahlung, detectándose la emisión hasta 3,0 μs. La Figura 6.3.3.3 
(derecha) muestra el perfil temporal del doblete de oxígeno (2s2 2p3 (4S0) 3p 5P3,2 → 2s2 2p3 
(4S0) 3s 2S02). En las primeras etapas del plasma (<0,3 μs) sólo se observa una línea de 
oxígeno ampliada debido a la alta densidad y temperatura electrónicas. Sin embargo, a 
tiempos de retraso superiores a 0,4 μs es posible observar la estructura fina de dos 
transiciones electrónicas como resultado de una menor densidad electrónica y el enfriamiento 
del plasma. La emisión del oxígeno disminuye fuertemente, siendo detectada sólo 
aproximadamente a un tiempo de retraso de aproximadamente 1,5 μs. 
• Densidad electrónica:  
 
El estudio temporal de la emisión del plasma en función del tiempo de retraso permite 
obtener la evolución de la densidad electrónica, tras la expansión y decaimiento del plasma. 
El conocimiento de la densidad electrónica es fundamental para entender los procesos de 
excitación e ionización. Utilizando la aproximación de equilibrio termodinámico local 
(LTE), cuando la distribución de electrones libres sigue las ecuaciones de Maxwell, 
suponiendo que las tasas de despoblación radiativa son despreciables comparadas con las 
tasas de despoblación colisionales, las densidades de población de los estados electrónicos 
de especies atómicas e iónicas son descritas por las distribuciones de Boltzmann, y la 
intensidad de las líneas espectrales es una medida de la población del nivel de energía 
correspondiente. La evolución temporal de los espectros en función del retraso mostró 
ensanchamiento de las líneas. Es bien sabido que el mecanismo de ensanchamiento Stark es 
el principal mecanismo responsable de la ampliación de la línea y del desplazamiento de la 
Figura 6.3.3.3: Espectro de emisión resuelto en tiempo a diferentes tiempos de retraso con un tiempo de 
medida fijo de 0,1 μs, para (izquierda) K; (derecha) O. 
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longitud de onda del pico. Existen varios tipos de mecanismos que pueden ampliar una línea 
de emisión, siendo los más importantes el efecto Doppler (contribución ≈ 0.05 nm) y el 
ensanchamiento instrumental (contribución ≈ 0.01 nm). La anchura de línea Stark se extrajo 
del ancho experimental de la línea, restando el ensanchamiento de línea instrumental y 
Doppler. El ensanchamiento Stark se debe a la colisión de los átomos emisores con especies 
cargadas como el electrón y los iones. El ancho total a la mitad del máximo (FWHM) de la 
línea ampliada Stark ΔλFWHMS  está relacionado con la densidad electrónica (ne en cm-3). En 
este trabajo se calculó la densidad electrónica mediante dos métodos, utilizando el 
ensanchamiento Stark de la línea Balmer de Hidrogeno (Hα) a 656,3 nm (Ecuación 6.3.3.1) 
y con la ecuación de líneas no hidrogenoides, como la emisión a 777,4 nm (Figura 6.3.3.4 
(derecha)) (Ecuación 6.3.3.2). La densidad electrónica ne en cm-3 para la la línea de Balmer 
del hidrógeno está relacionada con el ensanchamiento Stark lineal en ΔλFWHMS  en Å mediante 
la siguiente expresión: 
𝑙𝑙𝑒𝑒 = 8.02 × 1012 �∆λ𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝑆𝑆𝛼𝛼1
2�
�
3
2�
    Ecuación 6.3.3.1 
donde α1/2 es la anchura a mitad del perfil reducido Stark en Å. Este parámetro α1/2 depende 
ligeramente de la temperatura de excitación y de la densidad electrónica. En este caso, los 
valores de α1/2 se tomaron de las tablas dadas por Griem91. Para los átomos o iones no 
similares al H, la FWHM de una línea ensanchada Stark está relacionado con la ne en cm-3 
por la expresión aproximada: 
∆𝜆𝜆𝐶𝐶𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹
𝑆𝑆 = 2𝑊𝑊� 𝑛𝑛𝑒𝑒
𝑛𝑛𝑟𝑟𝑒𝑒𝑟𝑟
�                                                    Ecuación 6.3.3.2 
siendo W el parámetro de impacto electrónico en Å, también ligeramente dependiente de la 
temperatura de excitación. En la Ecuación 6.3.3.2, se omitió el efecto de ensanchamiento del 
impacto iónico. La densidad electrónica de referencia nref debe elegirse dependiendo de la 
especie considerada, siendo nref = 1016 cm-3 para los átomos y 1017 cm-3 para las especies 
ionizadas. La figura 6.3.3.4 muestra la evolución temporal de la densidad electrónica para 
diferentes retrasos (tiempo de medida de 0,1 μs) utilizando las dos líneas mencionadas Hα y 
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O. Las imágenes insertadas muestran dos espectros para O (777,4 nm) a 0,1 μs y 2,0 μs y el 
correspondiente ajuste a una función Voigt.  
 
 
 
Los errores previstos para la ne consideraron la incertidumbre en los parámetros de 
ensanchamiento por impacto y la ampliación de las líneas. Vemos que el triplete O (2s22p3 
(4S0) 5P3,2,1 → 2s22p3 (4S0) 5S20) centrado a 777,4 nm se resuelve parcialmente con retrasos 
elevados. Las mediciones se realizaron a partir de la región espectral 651-664 nm para el Hα 
(no mostrado) y de la región mostrada en la Figura 6.3.3.4 (derecha). La densidad electrónica 
inicial a 0,002 μs era de aproximadamente 8,0·1017 cm-3 para el ensanchamiento Stark del O, 
y 1,6·1018 cm-3 para el Hα. Después, la densidad aumenta hasta 1,0·1018 cm-3 (O) y 1,8·1018 
cm-3 (Hα) hasta 0,1 µs, y luego disminuye lentamente a medida que aumenta el tiempo. Para 
tiempos > 0,5 μs, las densidades electrónicas calculadas para las líneas de O y Hα 
ensanchadas por Stark son muy similares y disminuyen rápidamente. La disminución de la 
ne se debe principalmente a la recombinación entre electrones e iones en el plasma. La alta 
densidad obtenida a partir de la línea del H a bajos retrasos (<0,4 μs) respecto a la línea del 
O puede deberse a una sobrestimación en el cálculo mediante la Ecuación 6.3.3.1. 
Figura 6.3.3.4: Densidad electrónica calculada mediante el ensanchamiento Stark de las líneas O y Hα en 
función del retraso en la detección. 
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Cabe mencionar que la densidad electrónica ne de la pluma del plasma utilizando un 
láser Nd:YAG es mayor que la observada bajo la excitación con un láser de CO2124. La 
condición para la descomposición óptica se considera que ocurre cuando la densidad 
numérica de los electrones producidos es igual a la densidad crítica para la longitud de onda 
del láser. Cuando la intensidad del láser es lo suficientemente alta como para causar una 
pluma de plasma, el pulso láser se calienta, se funde, vaporiza, atomiza e ioniza el material 
en una capa justo encima de la superficie, calentando y ionizando parte del material 
evaporado. Cuando el plasma está débilmente ionizado, parte de la energía del láser continúa 
a través de la superficie y parte es absorbida en el plasma. A una energía suficientemente 
alta, el plasma puede volverse opaco al rayo láser y la superficie está protegida, mientras que 
el frente de plasma crece hacia el láser. Esto ocurre cuando la frecuencia del plasma es mayor 
que la frecuencia del láser, o en términos de la densidad electrónica crítica 𝑙𝑙𝑒𝑒𝑐𝑐𝑜𝑜𝑖𝑖: 
𝑙𝑙e
cri[𝑐𝑐𝑐𝑐−3] = 𝜋𝜋𝑑𝑑0ω2
𝑒𝑒2
 ≈  1.1·1021
λ2[µm]                              Ecuación 6.3.3.3 
donde m es la masa de un electrón, e es la carga del electrón, ε0 es la permitividad en el vacío 
y ω es la frecuencia del láser, que es igual a la frecuencia del plasma electrónico. Todos los 
procesos anteriores requieren irradiación láser en la superficie de la muestra más grande que 
el umbral de ablación. Cuando la densidad electrónica excede la 𝑙𝑙𝑒𝑒𝑐𝑐𝑜𝑜𝑖𝑖, la muestra no es 
transparente al láser. Para el láser de CO2, que trabaja a λ = 10,6 μm (ω = 1,78·1014 s-1) 𝑙𝑙𝑒𝑒𝑐𝑐𝑜𝑜𝑖𝑖 
= 1019 cm-3, mientras que para el Nd:YAG a 1,064 μm (ω = 1,78·1015 s-1) 𝑙𝑙𝑒𝑒𝑐𝑐𝑜𝑜𝑖𝑖 = 1021 cm-3. 
En consecuencia, la densidad electrónica crítica para el láser de Nd:YAG a 1.064 μm es dos 
órdenes de magnitud mayor que para el láser de CO2. Sin embargo, el área del punto óptico 
del láser de CO2 a 10,6 μm en la superficie de la muestra es mayor que para el láser de 
Nd:YAG a 1,064 μm y, por lo tanto, para una misma energía láser, la irradiación es menor. 
Estos contrastes en las propiedades de los láseres pueden explicar las diferencias en las 
densidades electrónicas medidas. 
• Temperatura vibracional: 
 
Los espectros de emisión de moléculas diatómicas revelan una estructura relativamente 
compleja, que se debe a la combinación de transiciones electrónicas de diferentes estados 
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rovibracionales180. Con el fin de identificar aún más algunas propiedades del tejido del 
músculo porcino, se han estimado las temperaturas vibracionales en función del tiempo de 
retraso. Se analizaron las intensidades de emisión de la secuencia de la banda CN (B2Σ+ - 
X2Σ+, Δv = 0) para calcular la temperatura vibratoria molecular (Tvib). Para el plasma en 
LTE, la intensidad Iv'-v'' de una banda vibratoria individual v'-v' 'viene dada por: 
ln �𝐼𝐼v′−v′′·𝜆𝜆v′−v′′4
𝑞𝑞v′−v′′
� = 𝐴𝐴 −  𝐺𝐺�v′� ℎ 𝑐𝑐
𝑘𝑘𝐵𝐵 𝑇𝑇𝑣𝑣𝑖𝑖𝑣𝑣                     Ecuación 6.3.3.4 
donde A es una constante, λv'-v'' es la longitud de onda de emisión correspondiente a la cabeza 
de la banda,  𝑞𝑞v′−v′′ =  �∫ ᴪv′(𝑅𝑅)ᴪv"(𝑅𝑅)𝑑𝑑𝑅𝑅∞0 �2es el factor de Franck-Condon,  𝐺𝐺�v′� ℎ 𝑐𝑐𝑘𝑘𝐵𝐵  es la 
energía vibracional normalizada del nivel de vibración superior (v'), KB es la constante de 
Boltzmann, h es la constante de Planck y c la velocidad de la luz33. El valor del término G(v') 
(en cm-1) corresponde al nivel vibracional del estado electrónico superior (B2Σ+), y se puede 
calcular utilizando la siguiente relación: 
𝐺𝐺(v) =  𝐸𝐸vib
ℎ𝑐𝑐
=  𝜔𝜔𝑒𝑒 �v +  12� −  𝜔𝜔𝑒𝑒𝑥𝑥𝑒𝑒 �v +  12�2 +  𝜔𝜔𝑒𝑒𝑦𝑦𝑒𝑒 �v +  12�3 +  … Ecuación 6.3.3.5 
donde Evib es la energía vibracional y ωe, ωexe, ωeye, etc., son las constantes 
espectroscópicas vibratorias. En el siguiente conjunto de experimentos, se ha estudiado la 
variación temporal de las propiedades del plasma del tejido del tejido muscular de cerdo, 
producido en las mismas condiciones experimentales que se discutió anteriormente. La 
Figura 6.3.3.5 muestra el sistema de la banda CN (B2Σ+ - X2Σ+, Δv = 0) registrado a diferentes 
tiempos de retraso (td) de 0,1 a 3 μs para un tiempo de medida constante (tw) de 0,1 μs, 
recogido a una distancia de la muestra de 2 mm y la energía láser de 150 mJ. El ajuste lineal 
a ln �𝐼𝐼v′−v′′·𝜆𝜆v′−v′′4
𝑞𝑞v′−v′′
�, en función de la energía de vibración electrónica normalizada superior 
𝐺𝐺�v′� ℎ 𝑐𝑐
𝑘𝑘𝐵𝐵
 tiene una pendiente igual a -1/Tvib. A tiempos anteriores (td ≤ 0,1 μs) se detectan 
emisiones del sistema de banda violeta CN (B2Σ+ - X2Σ+, Δv = 0), y no se observa emisión 
alguna de Mg. A medida que el tiempo evoluciona (td> 0,1 μs), la emisión del CN aumenta 
hasta un máximo de 0,5 μs y después de eso, la intensidad disminuye. La emisión molecular 
del CN disminuye rápidamente para tiempos de retraso más altos (td> 3 μs), detectándose 
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hasta ≈ 6 μs (energía láser 125 mJ). También se detectaron algunas líneas atómicas de Mg 
pero no se observaron en 0,1 μs, siendo su máximo en 0,5 μs. Como antes, a corto plazo hay 
una importante contribución de la emisión de continuo en la emisión global, que se 
descompone con el tiempo. A aproximadamente 1 μs, la emisión de continuo es 
prácticamente insignificante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El gráfico de Boltzmann de las intensidades de la banda CN B-X (Δv = 0) frente a la 
energía vibratoria normalizada (energía láser de 125 mJ y a 2 mm de la muestra) se da en la 
Figura 6.3.3.6. Además, se muestra un ajuste lineal a los datos, los factores de Franck-
Condon para esta secuencia de bandas y el espectro integrado en el tiempo utilizado en el 
cálculo. La temperatura de vibración media estimada fue de 3800 ± 200 K. 
Figura 6.3.3.5: Evolución temporal del sistema B-X (Δv = 0) de la banda CN. 
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La Figura 6.3.3.7 muestra la evolución temporal de la temperatura vibracional del 
CN, junto con la densidad electrónica para diferentes tiempos de retraso con respecto a la 
incidencia del pulso láser. Las barras de error estimadas se deben a la incertidumbre en las 
intensidades de banda, las energías vibracionales y los factores de Franck-Condon para las 
temperaturas vibracionales, y la incertidumbre en los anchos experimentales y el parámetro 
de impacto electrónico para la densidad de electrones. La temperatura de vibración medida 
fue 3900 ± 500 K a 0,1 μs. A 0 μs fue imposible estimar la temperatura vibracional del CN 
debido al intenso continuo. La temperatura vibracional muestra dos máximos a 0,4 μs (Tvib 
= 7000 ± 700 K) y 1 μs (Tvib = 7200 ± 700 K). Los diferentes componentes de la distribución 
de la temperatura vibracional para el CN pueden deberse a diferentes mecanismos de 
formación. Teniendo en cuenta la naturaleza orgánica del tejido del músculo porcino (que 
contiene el enlace CN nativo), como se esperaba, se observó emisión de CN en los primeros 
tiempos, correspondiente al primer máximo. La segunda podría estar asociada a la formación 
de CN en fase gaseosa a través de las reacciones C + N2 ↔ CN + N, C2 + N ↔ CN + C, 
entre otras, debido a la existencia de enlaces CN y a los clusters de carbono evaporados 
directamente desde la muestra. Estos procesos de formación podrían ser responsables de la 
Figura 6.3.3.6: Gráfica de Boltzmann de la intensidad de la banda CN B-X (Δv = 0) frente a la energía 
normalizada del nivel de vibración superior. La gráfica también muestra el ajuste lineal de los datos, los 
factores Franck-Condon correspondientes y el espectro integrado en el tiempo utilizado para el cálculo. 
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brecha entre la densidad electrónica y la temperatura vibracional (Figura 6.3.3.7). Además, 
se obtuvieron las temperaturas rovibracionales de las moléculas CN excitadas 
electrónicamente mediante la simulación de los espectros experimentales a diferentes 
tiempos de retraso. Los valores de temperatura estimados fueron muy similares a los 
obtenidos con el método de Boltzmann (Figura 6.3.3.8). Las evoluciones temporales de la 
densidad electrónica y la temperatura vibracional son de gran importancia, ya que muchos 
procesos dependen directa o indirectamente de estos parámetros. 
Se observó un aumento en la intensidad de la emisión iónica y molecular con el 
aumento de la energía del láser. A altas energías del láser, el plasma es más energético y está 
más ionizado. En estas condiciones, la mayor absorción en el plasma de la muestra es causada 
por un bremsstrahlung inverso, donde la sección transversal es proporcional a 
𝜆𝜆3[1 − exp (−h c /λ 𝑘𝑘𝐵𝐵 𝑇𝑇)]−1 o aproximadamente λ2, siendo T la temperatura electrónica 
durante la avalancha de electrones o crecimiento en cascada del plasma y λ la longitud de 
onda de excitación del láser. 
 
 
Figura 6.3.3.7: Evolución temporal de la temperatura vibracional y la densidad electrónica para diferentes 
tiempos de retraso, para la ignición del plasma a una energía del láser de 125 mJ. 
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6.3.4. Conclusiones 
Se ha realizado un análisis resuelto en tiempo del plasma inducido por láser en 
muestras de músculo porcino en condiciones de vacío medio. La ablación de la muestra 
permite medir simultáneamente la emisión elemental y molecular para comprender los 
cambios temporales en las propiedades del plasma. Las emisiones observadas se deben 
principalmente a la relajación electrónica de los atómos excitados Na, K, H, C, O, Mg y N; 
los fragmentos iónicos Mg+, Mg2+ Mg3+, C+, C2+, O+, O2+, N+ y las características moleculares 
de CN (B2Σ+ - X2Σ+), C2 (d3Πg - a3Πu), NH (A3Π - X3Σ-) X2Π, A2Δ - X2Π) y OH (A2Σ+ - 
X2Σ+). También se identifican otros sistemas de bandas débiles de N2, N2+ y CaOH. El plasma 
producido se formó usando un láser de Nd:YAG y se realizó una comparación con un láser 
de TEA-CO2. Aunque en ambos espectros las especies son prácticamente iguales, las 
intensidades cambian debido a las diferentes condiciones de excitación. Se empleó SEM-
EDX como técnica complementaria para proporcionar información sobre la morfología, 
homogeneidad y composición elemental de la muestra. Los principales esfuerzos de este 
trabajo se han concentrado en el estudio temporal del plasma producido por el láser de 
Nd:YAG. La determinación de la temperatura vibracional se ha realizado mediante el método 
de Boltzmann, utilizando bandas moleculares del CN, mientras que la estimación de la 
densidad electrónica se realizó utilizando el método de ensanchamiento Stark. Para los 
retrasos después del pulso láser a td <0,5 µs, a 2 mm de la posición focal, el plasma se 
caracterizó por altas densidades electrónicas [(18-6,0) ·1017 cm-3]. La densidad electrónica 
se calculó usando las líneas de Hα y O en diferentes tiempos de retraso. Se midieron los 
valores más altos de la densidad electrónica del plasma en el láser Nd:YAG con respecto al 
láser de CO2. 
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6.4. Estudio preliminar de estacionalidad en muestras dentales de 
fauna mediante LIBS  
Este trabajo ha sido aceptado por la revista DigitAR, con la siguiente referencia 
bibliográfica: 
“Estudio preliminar de estacionalidad utilizando dientes de fauna mediante análisis 
por espectroscopia de plasma inducido por láser”, A. J. Sánchez Flores, A. Marín-Roldán, 
J. Yravedra, J. O. Caceres, Proceeding, DigitAR, (en revisión). 
 
 
Resumen 
Los estudios de estacionalidad se han desarrollado durante mucho tiempo, con 
diferentes métodos, sin que ninguno de ellos haya demostrado ser resolutivo. El objetivo de 
este estudio preliminar es el de proporcionar una alternativa a los métodos directos 
estacionales con la aplicación de una nueva y pionera técnica láser: LIBS (Laser Induced 
Breakdown Spectroscopy). Se relata aquí la primera aplicación con respecto a la 
estacionalidad utilizando 54 DP4 de cerdos. 
 
6.4.1. Introducción a la estacionalidad 
     Los estudios de estacionalidad aplicados al análisis de emplazamientos arqueológicos 
se centran en responder a cuestiones relativas al momento del año en el que se ocupó un 
yacimiento. Para ello, algunos autores65 han sido divididas las técnicas de estudio de la 
estacionalidad en dos bloques: métodos indirectos y métodos directos. 
• Métodos indirectos. Entre ellos, cabe destacar los siguientes: 
1) El análisis químico del suelo, que consiste en el estudio del sedimento para 
encontrar los rastros químicos de cualquier sustancia (excrementos, grasas 
animales, etc.) que dé información sobre marcadores estacionales particulares.  
2) La etología de los herbívoros y sus movimientos estacionales, como, por ejemplo, 
la movilidad que experimentan buscando pastos de montaña en verano y pastos 
en valles en invierno. 
• Métodos directos. Se basan en el análisis de los restos de fauna presentes en el 
yacimiento: 
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1) Cornamentas de cérvidos 
2) Erupción de piezas dentarias 
3) Fusión de epífisis  
4) Desgaste dentario  
5) Crecimiento de la fauna (otolitos en los peces, las conchas de los moluscos o el 
cemento dentario). 
Sin embargo, todas estas técnicas presentan limitaciones, ya que en algunos casos solo 
son aplicables a ciertos rangos de edad (emergencia de dientes y sustitución de piezas 
dentarias en individuos inmaduros; o cementocronología para individuos adultos) o bien solo 
sirven para ciertos sexos. Además, los resultados que ofrecen siguen mostrando una gran 
amplitud estacional (verano-otoño, invierno-primavera). Por tanto, aunque los estudios de 
estacionalidad se han desarrollado durante mucho tiempo, ninguno de ellos haya demostrado 
ser lo suficientemente resolutivo. 
 
6.4.2. Procedimiento experimental 
El análisis se ha llevado a cabo mediante un láser de Nd: YAG con Q-switch activo 
(Quantel, modelo Brio) que opera a 1064 nm, con una duración del pulso de 4 ns, un diámetro 
de haz de 4 mm y divergencia de 0,6 mrad. Las muestras se colocaron sobre un posicionador 
micrométrico X-Y-Z manual con una etapa de 0,5 mm de desplazamiento en cada coordenada 
para asegurar que cada pulso del láser incidía con precisión sobre el área seleccionada de la 
superficie dental. La energía del pulso se ajusta a 20 mJ, y la frecuencia a 1 Hz. El intervalo 
de longitudes de onda utilizado fue 180 a 940 nm mediante dos espectrómetros (Avantes 
Dual). El tiempo de integración del detector se ajustó a 20 ms. Además, para evitar la 
detección de bremstralung, el detector se activa con un tiempo de retardo de 0.8 ms entre el 
pulso de láser y la adquisición del espectro. 
 
6.4.3. Muestras 
Las muestras utilizadas son dientes inferiores de cerdos (Sus scrofa domestica) 
infantiles que aún estaban insertas en el hueso alveolar. Se trata de muestras provenientes de 
cerdos criados en la comarca de La Moraña (Ávila). Las mandíbulas fueron sometidas a un 
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proceso de descarnación en el matadero. A continuación, se dejaron limpiar mediantes 
métodos naturales de exposición al aire libre durante un periodo de seis meses y luego se 
procedió a su estudio en el laboratorio.   
El periodo que abarcan las muestras transcurre desde noviembre de 2013 a octubre de 
2014, a excepción del mes de junio de 2014 (único mes en el que no se mataron cerdos en el 
matadero). Cada mes incluía cinco muestras de individuos diferentes (excepto marzo, que 
sólo incluía cuatro individuos), y de cada uno de ellos se extrajo el cuarto premolar (DP4). 
El motivo es que es el único diente lo suficientemente desarrollado como para llevar a cabo 
un análisis viable, debido a que el resto está en proceso de erupción. Una vez extraídos, 
fueron analizados directamente a temperatura ambiente y sin preparación alguna mediante la 
técnica LIBS. El número total de dientes analizados asciende a 54. 
 
6.4.5. Temperatura ambiental  
Las gráficas de temperaturas muestran los datos anuales y mensuales (2013 y 2014), 
así como del periodo concreto de muestreo (noviembre 2013 - octubre 2014) de los datos 
registrados en la comarca de La Moraña, proporcionados por la AEMET (Agencia Estatal de 
Meteorología). 
 
6.4.6. Resultados 
Asignación de líneas espectrales 
Utilizando la base de datos del NIST, se identificaron las siguientes líneas espectrales, 
correspondientes a los elementos más representativos de la muestra (Figura 6.4.6.1): Mg II 
(279,55 nm y 280,27 nm), Na I (589,29 nm y 589,99 nm), Hα (656,28 nm) y Ca I (422,67 
nm). Esta última línea fue utilizada como patrón interno, realizándose todas las relaciones 
elementales con respecto a ella (Mg/Ca, Na/Ca, Hα/Ca). 
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Figura 6.4.6.1: Espectro típico de uno de los promedios de pulsos obtenidos, con la identificación de los 
elementos elegidos para el análisis: Mg II (gris), Na I (naranja) e Hα (azul) y Ca I (negro), este último usado 
únicamente como patrón interno. A la derecha, ampliación de los mismos elementos con sus respectivas 
longitudes de onda. 
 
Optimización de parámetros 
Para ello se utilizó un M1 escogido al azar. Se realizaron 3 espectros de promedios 
de cinco, diez y quince pulsos (3x5, 3x10, 3x15), precedidas siempre por tres pulsos de 
limpieza. Tras calcular la desviación estándar de cada serie, se observó que el error en todos 
era mínimo y despreciable. Por tanto, para todos los análisis posteriores se recogieron 
espectros de promedios de cinco pulsos con tres pulsos de limpieza previos. Este análisis 
también demostró el idéntico comportamiento de las líneas pertenecientes a los dobletes de 
Mg II y Na I (Figura 6.4.6.2). 
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Nº pulsos  
Figura 6.4.6.2: Gráfica del M1.  
 
Análisis LIBS  
Estas gráficas (Figura 6.4.6.3) muestran la superposición de las temperaturas a la 
relación elemental. Para hacer comparables los datos de los distintos individuos, debido a su 
diferente longitud, se ha realizado la división del diente en partes porcentuales. Dicha 
relación elemental corresponde al espectro del porcentaje mostrado para cada individuo y 
para todos los meses del periodo de estudio.  
Como puede observarse, existe una variación de los elementos del diente a lo largo 
del año. Es decir, cuando la temperatura asciende, estos elementos parecen seguir la misma 
tendencia, y viceversa. En relación con la temperatura, esta correlación se hace más precisa 
según el elemento que se elija. A este respecto, de los tres elementos analizados, el Mg II 
(279,55 nm) parece ser el más fiable, seguido del Hα (656,28 nm) y del Na I (589,29 nm). 
Además, dentro de cada elemento, la relación en esta variación es más exacta dependiendo 
de la parte del diente que se analiza. Así, dentro del Mg II, las partes más diagnósticas parecen 
ser las correspondientes al 60%, 80% y 50% (Figura 6.4.6.3). 
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Figura 6.4.6.3: Relaciones elementales y temperatura frente al tiempo del periodo de estudio: las tres 
primeras gráficas muestran los porcentajes del 60%, el 80% y el 50% del Mg II, la cuarta muestra el 
porcentaje del 80% del Hα (ordenadas de mayor a menor índice de correlación (R2)). 
Sin embargo, también se puede observar que la superposición de ambas líneas no es 
perfecta, y que de hecho existe un aparente desplazamiento a la derecha de la línea de los 
elementos sobre la de la temperatura. Esto podría estar indicando la posible absorción 
retardada de los elementos químicos por el animal. 
Por otro lado, las gráficas de los índices de correlación muestran un índice no mayor 
del 0,65 (Figura 6.4.6.4). Aunque a priori pudiera parecer que este índice es algo 
insignificante, hay que tener en cuenta que, por un lado, son muestras biológicas a las que 
afectan factores internos y externos que desconocemos y que no están bajo nuestro control 
(hormonas, estado reproductivo, sexo, etc.). Además, no se conoce ningún precedente de este 
análisis, la única referencia a un caso similar está en los índices de correlación entre el Sr/Ca 
y las temperaturas obtenidos por García Escárzaga et al.35 para moluscos marinos, los cuales 
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no fueron superiores al 0,7 en el mejor de los casos, por lo que el índice del 0,65 se puede 
considerar como un buen dato. 
 
 
Figura 6.4.6.4: Índices de correlación del 60%, 80% y 50%  para el Mg II, ordenados de mayor a menor. 
Además, puede que los índices de correlación estén indicando que la relación entre la 
temperatura y las relaciones elementales sea de naturaleza no lineal.   
6.4.7. Conclusiones del análisis de piezas dentales 
Se ha observado que existe cierta variabilidad dependiente de la estacionalidad, 
siendo el Mg II (279,55 nm) el elemento más representativo. Sin embargo, existen partes del 
diente más diagnósticas que otras. Los índices de correlación indican una posible relación no 
lineal. La técnica LIBS es totalmente viable, válida y funcional para los estudios de 
estacionalidad proporcionando un nuevo método alternativo a los métodos tradicionales. 
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6.5. Discriminación de restos óseos faunísticos para estudios 
arqueológicos   
Debido a que este trabajo se continúa realizando en nuestro laboratorio en 
colaboración con el Prof. José Yravedra Sáinz de los Terreros, del Departamento de 
Prehistoria de la Universidad Complutense de Madrid, los resultados mostrados aquí son 
preliminares.  
Resumen 
Los conjuntos faunísticos que aparecen en los sitios arqueológicos suelen estar 
compuestos por varios huesos de diferentes individuos de diferentes especies mezclados. 
Usando varias unidades de cuantificación, los investigadores pueden establecer qué especies 
son más representadas, a través del número de restos (NR) o del el número mínimo de 
individuos (MNI) en el yacimiento. El problema es que la MNI no establece ni relaciona si 
los diversos huesos de un taxón pertenecen a un mismo individuo en particular. A través del 
análisis genético, podría ser posible aislar entre sí y asociar el individuo pertenece cada resto, 
pero ese análisis es costoso y difícil de implementar debido a las muestras de hueso a menudo 
no permiten analizar el ADN. Se propone la aplicación de una nueva técnica para poder 
discriminar a que individuo pertenece cada resto. Para ello se ha utilizado la técnica LIBS y 
NN para diferenciar diferentes huesos de diferentes individuos de ciervos silvestres y asignar 
al individuo al que pertenecen. La composición elemental de los huesos proporciona 
suficiente información para obtener una discriminación correcta de diferentes individuos. La 
correlación espectral ha superado el 85%. No ha habido falsos positivos y negativos. 
 
6.5.1. Introducción  
Los sitios arqueológicos de los diferentes períodos culturales como el Paleolítico, el 
Neolítico, la Edad del Hierro, Romano, etc., presentan una gran diversidad de materiales. Los 
conjuntos óseos de estos sitios son muy comunes y los huesos usualmente pueden mezclarse, 
mostrando huesos de diferentes animales y diferentes especies en el mismo espacio. A través 
de estudios bio-arqueológicos, se pueden cuantificar los restos y los individuos. Los métodos 
de cuantificación han sido muy diferentes y desde el cuarto fin del siglo XX se han realizado 
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varios intentos para alcanzar el sistema de cuantificación más preciso181. En algunos casos, 
incluso ha cuantificado utilizando sistemas similares con nombres diferentes, o utilizar 
diferentes metodologías utilizando la misma nomenclatura, produciendo cierta confusión69. 
En cualquier caso, el sistema más utilizado para cuantificar las muestras zoo-arqueológicas 
de un sitio con representatividad son actualmente el Número de Restos (NR) y el Número 
Mínimo de Individuos (MNI). 
Aunque esta técnica y otras, como el número mínimo de Elementos MNE182, pueden 
ayudar a establecer una representación mínima del número de individuos y huesos que 
aparecen en un sitio, estas técnicas no permiten reagrupar los huesos que pertenecen a un 
mismo individuo. En sitios arqueológicos pueden aparecer huesos de diferentes individuos, 
el problema está en relacionar cada hueso con el individuo correcto. 
Cuando hay huesos de diferentes especies, podría ser posible relacionar una especie 
u otra, pero si hay varios individuos de cada especie y todos tienen una edad similar, es difícil 
relacionar individualmente al individuo al que pertenecen. Hasta ahora, en cualquier sitio 
arqueológico se ha conseguido identificar el número de elementos presentados por cada 
individuo. Por lo tanto, sería interesante desarrollar una técnica que permitiera aislar los 
huesos de cada individuo. Esto permitiría concretar al máximo la cuantificación de los restos, 
y valorar con exactitud cómo afecta la fracturación a cada elemento y a cada resto. 
Tal vez el análisis de ADN se debe realizar para resolver el problema, pero la cantidad 
de muestras que se analizarían, con su coste posterior, hace que este método sea inviable para 
los proyectos arqueológicos. Por este motivo, en este trabajo se aplica una nueva técnica para 
resolver este problema. 
La técnica de espectroscopía de ablación láser (LIBS) es un análisis rápido, multi-
elemental y micro-destructivo. Se basa en el uso de un pulso láser de radiación de alta energía, 
que vaporiza una fracción de la muestra, que genera un plasma, cuya composición depende 
de los elementos presentes en la muestra. El plasma emite radiación característica de los 
elementos constituyentes, lo que permite un análisis espectroscópico. La posibilidad de 
combinar LIBS con métodos quimiométricos, como las redes neuronales (NN) extrae 
información significativa para clasificar diferentes muestras39. Aunque las diferencias en la 
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composición elemental de estas muestras entre individuos son insignificantes, algunos 
oligoelementos pueden estar relacionados con la dieta y el medio ambiente38, proporcionando 
variaciones en el espectro LIBS. Estas diferencias permiten la discriminación cuando se 
realiza un análisis quimiométrico, como ya se ha demostrado en un estudio previo39, en el 
que se desarrolló un método de Espectroscopia de Ablación Láser (LIBS) y Redes 
Neuronales (NN) aplicado a la clasificación y discriminación de huesos humanos y 
fragmentos de dientes. Las composiciones elementales de muestras de huesos y dientes 
proporcionaron información suficiente para lograr una correcta identificación de diferentes 
restos humanos, una con correlación espectral superior al 95%, sin tener en cuenta el tipo de 
hueso o muestra de diente analizada. 
A pesar de la prolífica información en trabajos anteriores, se están realizando más 
investigaciones para entender la variabilidad de los individuos de ciervos salvajes, avanzando 
el estado del conocimiento sobre la distribución de animales en yacimientos arqueológicos. 
Por lo tanto, los nuevos datos presentados aquí pueden ser útiles en futuras investigaciones 
arqueológicas. La asignación específica de cada hueso a cada individuo podría permitir 
especificar con mayor precisión el número de individuos que aparecen en un sitio. También 
puede ayudar a identificar procesos de comportamiento humano no identificados en cuanto 
a la práctica de compartir alimentos. De esta manera, sería posible saber si después de ser 
cazados, los animales sacrificados eran piezas dispersas entre las personas de un grupo, o 
unidades familiares como lo hacen hoy en día diversos grupos humanos183. 
 
6.5.2. Procedimiento experimental 
Equipo LIBS 
La técnica LIBS y la metodología utilizada han sido descritas anteriormente (Capítulo 
4). Aquí se discuten los parámetros más relevantes. La velocidad de repetición del láser se 
ajustó a 2 Hz. El tiempo de integración del detector fue fijado a 10 ms, obteniendo 
información espectral para iones, átomos y moléculas. Se ajustó un tiempo de retraso de 0,8 
μs para activar el detector, con el fin de evitar la detección del bremsstrahlung. 
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Muestras arqueológicas 
Se recolectaron nueve huesos modernos (Figura 6.5.2.1) de tres ciervos salvajes 
actuales de Toledo, España en 2014. Este experimento no implicó ninguna especie en peligro 
o protegida y ningún animal fue dañado o sacrificado durante el presente proyecto. Las 
muestras se cepillaron para eliminar los tejidos blandos y el suelo, se lavaron con agua tibia 
sin usar jabón para evitar la contaminación química superficial y se aclararon varias veces 
con agua destilada. Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente antes de la 
medición mediante LIBS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.5.2.1: Todos los huesos de ciervo recolectados 
Figura 6.5.2.2: Huesos coxales y extensión de la zona de medición, donde se pueden observar los cráteres 
producidos por los pulsos láser. 
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La Tabla 6.5.2.1 muestra la nomenclatura y el tipo de hueso utilizado en el estudio. 
La nomenclatura utilizada tiene dos letras y un número: la primera letra (L) indica 
"biblioteca", mientras que la segunda (C, F o T) indica el tipo de hueso (hueso coxal, fémur 
o tibia). El número indica el individuo. 
Tabla 6.5.2.1: Nomenclatura y tipo de huesos. 
Individuo Identificación de la muestra Descripción 
 
1 
L3C Coxal 
L3F Femur 
L3T Tibia 
 
2 
L4C Coxal 
L4F Femur 
L4T Tibia 
 
3 
L5C Coxal 
L5F Femur 
L5T Tibia 
 
Las muestras de hueso se han analizado utilizando espectroscopia de láser (LIBS) 
después de pasar una película abrasiva ligera sobre la superficie para minimizar posibles 
contaminantes. La Figura 6.5.2.2 muestra los huesos de la cadera utilizados en este 
experimento preliminar y una imagen mejorada de la zona analizada, donde se pueden 
observar los cráteres producidos por el láser. 
Medidas LIBS  
Las medidas se realizaron directamente al aire a presión atmosférica y temperatura 
ambiental. En cada posición, se irradiaron diez pulsos láser para obtener cada espectro. Los 
primeros cinco pulsos láser se irradiaron para limpiar la superficie de la muestra y eliminar 
cualquier traza de impurezas. Se promediaron los siguientes cinco pulsos para obtener un 
espectro, con el fin de reducir la heterogeneidad intra-muestra debido a que la tasa de 
deposición ósea no es la misma para todas las estructuras. Esto mejora la precisión de la 
medición mediante LIBS. Posteriormente, la muestra se desplazó 500 μm en el plano X-Y 
para irradiar una nueva área, evitando la interferencia con regiones previamente analizadas. 
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Se registró un conjunto de doscientos espectros promedio para cada hueso, que se dividió en 
dos conjuntos de 100 espectros cada uno, donde se usó un conjunto para calibrar el modelo 
de la NN y el segundo a su vez también se dividió en dos conjuntos de 50 espectros cada uno 
(a,b) utilizados en las pruebas (test). Para evitar variaciones debidas a cambios en las 
condiciones experimentales y al efecto matriz, cada espectro se normalizó usando la 
intensidad de una línea específica del espectro (Ca I 430,16 nm). Entre las líneas espectrales 
observadas, se seleccionaron las regiones espectrales que contenían las líneas de emisión de 
los elementos Ca, Sr y Mg. El calcio es el principal elemento presente en los huesos, mientras 
que el magnesio y el estroncio son indicativos del consumo de verduras38. La integración del 
estroncio en la cadena alimentaria es producida por las plantas, reduciendo su concentración 
según se aumenta en la pirámide alimenticia. Por otra parte, el magnesio es abundante en 
verduras. Aunque no desplazan la matriz cristalina del hueso, los iones pueden ser retenidos 
en la superficie de la hidroxiapatita.  
Análisis estadístico 
Con el fin de observar las posibles relaciones entre las diferentes muestras de hueso, 
se realizó un análisis de componentes principales (PCA), ya que es capaz de mejorar la 
predicción de variables que no contribuyen significativamente a la varianza. El uso de PCA 
en el presente estudio es un paso previo para reducir la dimensión de los datos de entrada en 
la red neuronal (NN), disminuyendo el tiempo de entrenamiento y mejorando la precisión. 
El PCA produce un gráfico bidimensional que representa el 95% de la varianza de la 
muestra (Figura 6.5.2.3). El primer componente explica el 87% de la varianza y el segundo 
componente el 9%. El PCA claramente no puede separar los datos de los tres individuos 
diferentes, que se superponen. Además, se pueden observar puntos anómalos, pertenecientes 
a espectros anómalos. 
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Con el fin de mejorar los resultados obtenidos mediante la aplicación de PCA, se 
procedió a la eliminación de los espectros anómalos para cada hueso. Para ello se calculó una 
elipse con un 95% de confianza para cada una de ellas. La Figura 6.5.2.4 muestra las 
puntuaciones de PCA para la muestra L3C y su correspondiente elipse. Los anómalos son 
datos que se encuentran fuera de dicha elipse, por lo que es necesario eliminarlos del modelo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Posteriormente, los datos fueron procesados por el algoritmo matemático "Red Neural 
(NN)", con el fin de realizar la clasificación de los restos óseos. Anteriormente, el modelo de 
clasificación NN proporcionó resultados exitosos en la identificación y discriminación de los 
huesos humanos39. 
 
Figura 6.5.2.3: Distribución de muestras en el gráfico PCA de dos componentes. 
Figura 6.5.2.4: Gráfico de PCA para la muestra L3C y su correspondiente elipse. 
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Entrenamiento de la NN 
Una descripción detallada del proceso de cálculo ha sido descrita previamente 
(Capítulo 3). Se utilizaron tres bibliotecas espectrales (una para cada cadera) como referencia 
para entrenar la red neuronal (100 espectros x 3 individuos). Durante el proceso de 
entrenamiento, cada muestra se utilizó como identificador de referencia asociado con un 
número en la capa de salida. Cero se utilizó siempre para indicar y clasificar como 
desconocido. Como parte del proceso de formación de la red neuronal, un conjunto de datos 
se dividió aleatoriamente en dos subconjuntos: 50% para la formación y 25% para la 
validación del modelo (a, b). Por lo tanto, el modelo fue validado con bibliotecas espectrales 
no utilizadas en el proceso de entrenamiento. Todos los datos de aprendizaje se dividieron 
como parte del proceso de aprendizaje en tres partes: entrenamiento (80%), autovalidación 
(10%) y test (10%). Esta división se produce dentro de la NN, y no tiene nada que ver con la 
división aleatoria hecha anteriormente. 
Validación de la NN 
La prueba de validación del modelo red neuronal se realizó para evaluar su calidad y 
su capacidad para predecir la pertenencia de muestras no introducidas en el proceso de 
formación (discriminar a los individuos). El modelo se evaluó en términos de su precisión o 
tasa de discriminación positiva, utilizando el parámetro de correlación espectral, que se 
define como el porcentaje de espectros clasificados correctamente. Considerar una muestra 
debidamente clasificada se fijó arbitrariamente un límite mínimo del 80% en el valor de la 
correlación espectral: 
𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝑒𝑒𝑙𝑙𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶ó𝑙𝑙 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑡𝑡𝐶𝐶𝐶𝐶𝑙𝑙 = 𝐸𝐸𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑡𝑡𝐶𝐶𝐶𝐶𝑒𝑒 𝑐𝑐𝑙𝑙𝐶𝐶𝑒𝑒𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝑐𝑐𝐶𝐶𝑑𝑑𝐶𝐶𝑒𝑒 𝑐𝑐𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝑒𝑒𝑐𝑐𝑡𝑡𝐶𝐶𝑐𝑐𝑒𝑒𝑙𝑙𝑡𝑡𝑒𝑒
𝑁𝑁ú𝑐𝑐𝑒𝑒𝐶𝐶𝐶𝐶 𝑡𝑡𝐶𝐶𝑡𝑡𝐶𝐶𝑙𝑙 𝑑𝑑𝑒𝑒 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑐𝑐𝑡𝑡𝐶𝐶𝐶𝐶𝑒𝑒  
  
6.5.3. Resultados 
Espectros de huesos 
 La Figura 6.5.3.1 muestra un espectro LIBS típico de una muestra de hueso. Las líneas 
de emisión de los elementos principales, a sus longitudes de onda particulares (nm), 
identificadas con los espectros atómicos de la base de datos NIST96, fueron Mg II (279,55 
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nm + 280,27 nm), Sr I (407,77 nm), Ca II (393,37 nm + 396,85 nm) Ca I (422,67 nm) y Mg 
II (526,44 nm). La línea de emisión más intensa corresponde al Ca II, debido a la composición 
de la muestra (principalmente hidroxiapatita y fosfato cálcico). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discriminación individual 
 Para aumentar la capacidad de la NN para discriminar, se redujo el número de 
variables de entrada. Así, se seleccionaron cuatro intervalos de longitudes de onda, que 
incluyen las principales líneas de emisión descritas en el epígrafe anterior. Los intervalos 
fueron: 271 - 291 nm, 390 - 410 nm, 420 - 480 nm y 516 - 532 nm. En total, se utilizaron 116 
variables para el entrenamiento del modelo, con 3 capas ocultas de neuronas y tres individuos 
en la capa de salida.  
La Figura 6.5.3.2 muestra el resultado de la auto-validación del modelo de la red 
neuronal durante el proceso de entrenamiento. A pesar de las pequeñas oscilaciones en los 
valores de salida de la red neuronal, todos los espectros se asignan correctamente. Una vez 
que se ha estimado un modelo de la red neuronal, la predicción se lleva a cabo introduciendo 
bibliotecas espectrales no incluidas en el proceso de entrenamiento para la prueba (test). El 
modelo de la NN realiza la identificación de la muestra comparando las características 
espectrales de la muestra desconocida con los espectros utilizados en el proceso de 
entrenamiento. 
Figura 6.5.3.1: Un espectro LIBS típico de una muestra ósea. 
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Figura 6.5.3.2: Resultado de la salida del entrenamiento de la red neuronal para las muestras de hueso. 
 La Tabla 6.5.3.1 muestra los resultados de la red neuronal para el reagrupamiento de 
huesos por individuos. Todas las muestras fueron identificadas y discriminadas con una 
correlación espectral superior al 85%, lo que demuestra la capacidad de generalización de la 
red neuronal. A pesar de las diferencias inter- e intra-individuales, el modelo es capaz de 
identificar huesos desconocidos con su clase individual. Los espectros que no se clasifican 
correctamente no se asignan a otro individuo, sino como desconocido para el modelo (sin 
falsos positivos). Por lo tanto, a pesar de las pequeñas diferencias en la composición 
elemental inter- e intra-individuales, estos resultados demuestran que la composición 
elemental de los huesos permite la discriminación, a pesar del comportamiento gregario de 
los ciervos y estilo de vida similar. Una vez ha sido estimado un modelo adecuado, es 
validado con librerías espectrales de prueba con muestras no incluidas en el entrenamiento. 
El modelo de la NN realiza la identificación de la muestra comparando las características 
espectrales de la muestra desconocida con las de los espectros usados en el proceso de 
entrenamiento. 
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Tabla 6.5.3.1: Resultados de la clasificación de muestras de hueso mediante la red neuronal. 
Muestra Individuo 
1 2 3 Desconocido 
L1Ca 98 0 0 2 
L1Cb 98 0 0 2 
L2Ca 0 88 0 12 
L2Cb 0 100 0 0 
L3Ca 0 0 100 0 
L3Cb 0 0 100 0 
  
 
6.5.4. Conclusiones de la discriminación de restos óseos  Se ha utilizado con éxito un método basado en LIBS y NN, utilizado para la 
discriminación de restos óseos. La metodología LIBS-NN es capaz de identificar y 
discriminar a cada individuo correctamente, sin necesidad de realizar análisis de ADN para 
agrupar los restos. A pesar de los diferentes elementos observados en LIBS (calcio, magnesio 
y estroncio) que forman una matriz compleja, la selección de sólo unas pocas señales en los 
espectros fue suficiente para discriminar a los individuos con alta precisión. Además, las 
condiciones ambientales, la dieta y la preservación de los restos no afectan a la 
sensibilidad/precisión de LIBS-NN y la destrucción de las muestras es mínima. 
 Para incrementar estos resultados iniciales, se requieren análisis detallados 
adicionales, aunque se espera que esta metodología basada en LIBS-NN nos permita alcanzar 
resultados positivos en futuros estudios. LIBS-NN sirve como una herramienta eficaz para 
llamar la atención sobre el estudio de la conducta y la organización social de los homínidos, 
contribuyendo a arrojar más luz sobre el comportamiento de las sociedades humanas pasadas. 
Un mayor análisis con muestras arqueológicas de diferentes sitios de diferentes 
cronologías podría permitir probar esta técnica y ver su implementación. De manera similar, 
su aplicación puede permitir ver si ciertas alteraciones tafonómicas como la diagénesis, la 
mineralización o la preservación ósea, interfieren o no en la aplicabilidad del método al 
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registro fósil. Este estudio presenta resultados optimistas y trabajos previos39 con poblaciones 
humanas han mostrado resultados satisfactorios. 
En consecuencia, las posibilidades de esta técnica pueden ser de gran importancia, ya 
que permite identificar cada hueso y asignarlo a individuos específicos. Esto puede ayudar a 
estimar con precisión el número de individuos de los animales en un yacimiento. Además, 
podría contribuir a reconocer la distribución de presas entre diferentes unidades familiares 
una vez desarticulada, y dependiendo de las características de cada sitio, identificar diferentes 
comportamientos sociales. Por ejemplo, estimar el momento en la historia de la humanidad 
en que comenzó a compartir la presa, y diferenciar el comportamiento competitivo que 
describe a los carnívoros gregarios al acceder a una presa.  
6.6. Implicación del ensamblaje de huesos de fauna mediante 
LIBS-NN en el comportamiento humano temprano  
Debido a que este trabajo se continúa realizando en nuestro laboratorio en 
colaboración con el Prof. José Yravedra Sáinz de los Terreros, del Departamento de 
Prehistoria de la Universidad Complutense de Madrid, los resultados mostrados aquí son 
preliminares.  
Resumen 
El ser humano es el único primate que consume carne de una forma regular, por lo 
que, sin duda, fue algo clave en nuestra evolución. Por un lado, permitió la supervivencia en 
momentos estacionales de escasez de recursos vegetales, y, por otro, la ingesta de alimento 
de alto valor energético permitió disponer del combustible suficiente como para mantener las 
necesidades metabólicas que necesita un gran cerebro. El consumo de carne motivó nuestro 
ingenio y propicio la realización de herramientas. Además, fue un factor importante que 
afectó a la expansión temprana del homínido, la organización social y el movimiento 
geográfico, por lo que la distribución de la caza es la clave para entender la organización 
social de los individuos184. Los estudios tafonómicos han demostrado que el ser humano tenía 
capacidades cinegéticas al menos hace 2 m.a., pero a pesar de cazar no sabemos qué pasos 
siguieron antes de procesar las carcasas que conseguían. Otros grupos de investigación 
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centraron su análisis en estudios tafonómicos, pero no mostraron el comportamiento 
hominínico185. En este trabajo se han utilizado la técnica analítica de Espectroscopía de 
ablación láser (LIBS) y el algoritmo matemático Redes Neuronales (NN) para la 
discriminación de los huesos arqueológicos procedentes de la Garganta de Olduvai. La 
composición elemental de los huesos proporciona suficiente información para obtener una 
discriminación correcta de diferentes individuos. La correlación espectral ha superado el 
85%. No ha habido falsos positivos y negativos. 
Esta metodología ha sido desarrollada para reconstruir el comportamiento humano 
ancestral, especialmente sus patrones de subsistencia, dado que aún quedan demasiadas 
cuestiones abiertas, que no se han revelado hasta ahora a través de análisis tafonómicos de 
conjuntos arqueofaunísticos, y que podrían alterar profundamente nuestra comprensión de la 
evolución humana. 
 
6.6.1. Introducción al análisis de muestras arqueológicas  
El comportamiento social y la organización de los primeros homínidos ha sido un 
tema ampliamente discutido por más de 30 años, a través de los estudios paleoantropológicos 
por un lado, y el análisis de estrategias de subsistencia por el otro, que aún están en estudio, 
como el bipedalismo, la capacidad craneal, la planificación y fabricación de herramientas, el 
dimorfismo sexual o el cambio en la dieta. Estos últimos han demostrado la capacidad de los 
primeros seres humanos para la caza, lo que implica características como la cooperación, 
planificación y solidaridad, frente a una actitud más oportunista e individualista del carroñeo. 
A pesar de todos los trabajos realizados las últimas décadas, aún hay aspectos que no han 
sido suficientemente analizados, por ejemplo, como se gestionan los recursos cinegéticos 
después de ser adquiridos. Aunque hay diversos tipos de estudios ninguna ha conseguido 
verificar que sucede con una presa tras su adquisición. No sabemos con seguridad si las 
piezas eran transportas completa o incompletas, y tampoco sabemos cómo se repartía el 
alimento ni cómo se organizaba el consumo. A través de nuestro análisis trataremos de paliar 
y responder estas y otras cuestiones.  
Los restos típicos que se encuentran en un sitio arqueológico son las carcasas de 
animales, los restos materiales de la cultura humana y en ocasiones, los propios fósiles 
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humanos, que representan evidencia in situ de ocupación186. Se pueden distinguir cuatro 
acciones principales: adquisición, método de transporte de la carcasa, técnicas de 
procesamiento y consumo, y posterior eliminación de los restos187. Los patrones de 
orientación de las asociaciones fósiles podrían utilizarse para inferir las preferencias de 
hábitat de los primeros homínidos188. Trabajos experimentales recientes muestran que la 
forma y textura del hueso juegan un papel importante en el transporte óseo. Además, la 
alimentación preferencial facilita la comprensión de algunos patrones de comportamiento 
relacionados con la adquisición de alimentos. Por lo tanto, la identificación correcta de las 
carcasas recolectadas es importante, porque en un yacimiento arqueológico se recogen 
muchas muestras, y como son fósiles mineralizados, sólo se puede realizar el análisis de ADN 
para reagrupar los restos del mismo individuo. Sin embargo, a veces es extremadamente 
difícil, por lo que sólo puede establecerse el número mínimo de individuos (MNI). Las 
metodologías clásicas revelan información sobre la causa de la muerte y el depredador, 
probando la estrategia de adquisición de cadáveres por homínidos y la competencia por 
recursos con otros carnívoros, revelando donde se compartieron los alimentos de carcasas 
carnudas y los patrones de comportamiento social, de gran importancia en los estudios de 
evolución humana189. La tafonomía es la disciplina principal que los arqueólogos utilizan 
para tratar el estudio del comportamiento homínido, centrándose en la acumulación y el 
reagrupamiento de huesos de presa en yacimientos arqueológicos. La distribución de la carne 
disponible repetidamente transportada al sitio es una interacción social, y con frecuencia 
implica un ritual elaborado, regido por reglas sociales estrictas, pero aún no es posible 
establecer la organización homínida temprana186. 
A pesar de la prolífica información en trabajos anteriores, se está trabajando para 
entender la variabilidad de los individuos de muestras arqueológicas, avanzando el estado de 
conocimiento sobre la distribución de presas cuando la cacería ha terminado. Hasta donde 
sabemos, nadie ha publicado resultados de experimentos de fauna de herbívoros utilizando 
LIBS en combinación con NN, por lo que es necesario llenar esa brecha para explicar los 
patrones de ocupación humana190. Por lo tanto, los nuevos datos presentados aquí pueden ser 
útiles en futuras investigaciones tafonómicas. 
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6.6.2. Procedimiento experimental  
Equipo LIBS 
La técnica LIBS y la metodología utilizadas ya han sido descritas en el trabajo 
anterior, pues al tratarse de muestras de tejido óseo, se ha seguido con el mismo protocolo de 
medición. Así, la velocidad de repetición del láser se ajustó a 2 Hz, el tiempo de integración 
del detector fue fijado a 10 ms, y el tiempo de retraso del detector a 0,8 μs, para evitar la 
detección del bremsstrahlung. 
Muestras arqueológicas 
Se recolectaron cinco fragmentos de huesos arqueológicos (Figura 6.6.2.1) de tres 
ciervos provenientes del yacimiento de la Garganta de Olduvai, en Tanzania. Las muestras 
simplemente se cepillaron para eliminar los restos de sedimento.  
La Tabla 6.6.2.1 muestra la nomenclatura y el tipo de hueso utilizado en el estudio. 
La nomenclatura utilizada tiene dos letras y un número: la primera letra (L) indica "librería", 
mientras que los números indican el individuo y el hueso, respectivamente.  
 
 
 
 
Figura 6.6.2.1: Todos los huesos arqueológicos procedentes de la Garganta de Olduvai. 
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Tabla 6.6.2.1: Nomenclatura y tipo de huesos. 
Individuo Identificación de la muestra 
 Laboratorio Yacimiento 
 L11 bk3-1032-10 
1 L12 bk3-1031-10 
 L13 bk3-1035-10 
2 L21 bk12-1739-L4b 
3 L31 bk09-2981  
Las muestras de hueso se han analizado utilizando espectroscopia de ablación láser 
(LIBS) sin preparación de muestra.  
Medidas LIBS  
Las medidas se realizaron directamente al aire a presión atmosférica y temperatura 
ambiental. En cada posición, se irradiaron diez pulsos láser para obtener cada espectro. Los 
primeros cinco pulsos láser se irradiaron para limpiar la superficie de la muestra y eliminar 
cualquier traza de impurezas. Se promediaron los siguientes cinco pulsos para obtener un 
espectro, con el fin de reducir la heterogeneidad intra-muestra debido a que la tasa de 
deposición ósea no es la misma para todas las estructuras. Esto mejora la precisión de la 
medición mediante LIBS. Posteriormente, la muestra se desplazó 500 μm en el plano X-Y 
para irradiar una nueva área, evitando la interferencia con regiones previamente analizadas. 
Se registró un conjunto de cien espectros promedio para cada hueso, que se dividió en dos 
conjuntos, el primero de 80 espectros que se usó para calibrar el modelo de la NN y el 
segundo de 20 espectros utilizado en las pruebas (test). Para evitar variaciones debidas a 
cambios en las condiciones experimentales y al efecto matriz, cada espectro se normalizó 
usando la intensidad de una línea específica del espectro (Ca I 430,16 nm). Además, para 
realizar el análisis mediante NN las librerías de espectros se obtuvieron utilizando los 
sectores del espectro que mostraban los elementos característicos de una muestra ósea, Ca, 
Mg y Sr: 276,62-287,68 nm para el Mg; 390-410 nm para el Ca y el Sr; 420-480 para el Ca 
y 516-532 nm para el Sr. 
_____________________Capítulo 6: Análisis arqueológico mediante LIBS_____________ _________  
191  
Entrenamiento de la NN 
Una descripción detallada del proceso de cálculo ha sido descrita previamente 
(Capítulo 3). Se utilizaron tres bibliotecas espectrales (una para cada individuo) como 
referencia para entrenar la red neuronal (80 espectros x 3 individuos). Durante el proceso de 
entrenamiento, cada muestra se utilizó como identificador de referencia asociado con un 
número en la capa de salida. Cero se utilizó siempre para indicar y clasificar como 
desconocido. Además, el modelo fue validado con bibliotecas espectrales no utilizadas en el 
proceso de entrenamiento, realizando el test de generalización.  
 
6.6.3. Resultados preliminares 
Espectros de huesos 
 La Figura 6.6.3.1 muestra un espectro LIBS típico de una muestra de hueso. Las líneas 
de emisión de los elementos principales, a sus longitudes de onda particulares (nm), 
identificadas con los espectros atómicos de la base de datos NIST, fueron Mg II (279,55 nm 
+ 280,27 nm), Sr I (407,77 nm), Ca II (393,37 nm + 396,85 nm) Ca I (422,67 nm) y Mg II 
(526,44 nm). La línea de emisión más intensa corresponde al Ca II, debido a la composición 
de la muestra (principalmente hidroxiapatita y fosfato cálcico). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Discriminación individual 
 Para aumentar la capacidad de la NN para discriminar, se redujo el número de 
variables de entrada. Así, se seleccionaron cuatro intervalos de longitudes de onda, que 
Figura 6.6.3.1: Un espectro LIBS típico de una muestra ósea. 
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incluyen las principales líneas de emisión descritas en el epígrafe anterior. Los intervalos 
fueron: 271 - 291 nm, 390 - 410 nm, 420 - 480 nm y 516 - 532 nm.  
 La Tabla 6.6.3.1 muestra los resultados de la red neuronal para el reagrupamiento de 
fragmentos de huesos arqueológicos por individuos. Todas las muestras fueron identificadas 
y discriminadas con una correlación espectral superior al 75%, lo que demuestra la capacidad 
de generalización de la red neuronal. A pesar de las diferencias inter- e intra-individuales, el 
modelo es capaz de identificar huesos desconocidos con su clase individual. Los espectros 
que no se clasifican correctamente no se asignan a otro individuo, sino como desconocido 
para el modelo (sin falsos positivos). Por lo tanto, a pesar de las pequeñas diferencias en la 
composición elemental inter- e intra-individuales, estos resultados demuestran que la 
composición elemental de los huesos permite la discriminación, a pesar de estar 
mineralizados, al ser restos fósiles. Una vez ha sido estimado un modelo adecuado, es 
validado con librerías espectrales de prueba con muestras no incluidas en el entrenamiento. 
El modelo de la NN realiza la identificación de la muestra comparando las características 
espectrales de la muestra desconocida con las de los espectros usados en el proceso de 
entrenamiento. 
Tabla 6.6.3.1: Resultados de la clasificación de muestras de hueso mediante la red neuronal. 
Muestra Individuo 
1 2 3 Desconocido 
L11 100 0 0 0 
L12 81 36 2 19 
L13 77 41 10 23 
L21 0 100 0 0 
L31 0 0 100 0 
  
 
6.6.4. Conclusiones de la discriminación de muestras arqueológicas Se ha utilizado con éxito un método basado en LIBS y NN, utilizado para el 
reagrupamiento de fragmentos de restos óseos arqueológicos procedentes de la Garganta de 
Olduvai. La metodología LIBS-NN ha demostrado ser capaz de identificar y discriminar a 
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cada individuo correctamente, incluso cuando las muestras óseas están mineralizadas. A 
pesar de los diferentes elementos observados en LIBS (calcio, magnesio y estroncio) que 
forman una matriz compleja, la selección de sólo unas pocas señales en los espectros fue 
suficiente para discriminar a los individuos con alta precisión. Además, el estado fósil de las 
muestras de tejido óseo no afecta a la generalización mediante LIBS-NN; y la destrucción de 
las muestras es mínima, ya que, al estar mineralizadas, la dureza de las muestras es elevada.  
 Aunque se requieren análisis detallados adicionales con muestras arqueológicas de 
diferentes sitios de diferentes cronologías, se espera que esta metodología basada en LIBS-
NN nos permita alcanzar resultados positivos en futuros estudios. En consecuencia, las 
posibilidades de esta técnica pueden ser de gran importancia, ya que permite reagrupar 
huesos de diferentes individuos fósiles en un yacimiento arqueológico.       
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Conclusiones 
De acuerdo con el objetivo principal de esta tesis, que es el desarrollo de una 
metodología analítica basada en LIBS para el estudio de muestras de origen geológico, 
forense y arqueológico, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las conclusiones 
presentadas en cada capítulo, se pueden extraer las siguientes conclusiones finales: 
 
• Se han obtenido indicadores paleoclimáticos (relaciones elementales Mg/Ca y Sr/Ca) 
mediante la técnica LIBS, analizando la estratigrafía interanual de muestras de 
espeleotemas, con la finalidad de obtener patrones de variabilidad paleoclimática. Se 
ha demostrado el potencial de la técnica LIBS para la investigación ambiental en la 
determinación de patrones climáticos mediante ensayos de repetibilidad y 
homogeneidad. La técnica LIBS ha demostrado presentar ventajas significativas 
frente a otras técnicas, como la reducción del tiempo de análisis y los costes y, lo que 
es más importante, una pérdida mínima de material geológico. 
 
• También se ha realizado la formación de imágenes multielementales de gran tamaño 
(megapíxeles) mediante la técnica LIBS en muestras de espeleotemas, con una alta 
sensibilidad con un único pulso, y alcanzando una resolución lateral de 15 µm, para 
realizar análisis paleoclimáticos de mayor precisión interanual.  
 
• Se ha desarrollado una metodología basada en la técnica LIBS para el estudio de 
tejido blando muscular con el objetivo de determinar el intervalo post mortem. El 
análisis espectroscópico mediante LIBS proporcionó la posibilidad de monitorear los 
cambios metabólicos post mortem a nivel elemental, sin que las condiciones de 
almacenamiento de la muestra afectaran significativamente a la señal de emisión de 
cada elemento. Los resultados han mostrado una correlación significativa con el PMI 
de ciertos elementos presentes en el tejido, como Na, Hα, K, Mg, determinándose 
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como más adecuada la línea espectral perteneciente al Hα para la determinación del 
PMI, con un error del 7%. 
 
• Con el fin de optimizar la realización de los análisis de tejido, tanto blando como 
óseo, se han estudiado en profundidad las características de la técnica. Para ello, se 
ha investigado la dinámica de expansión de la pluma del plasma por láser pulsado de 
CO2 a 10.591 µm, a diferentes presiones de aire ambiente, observándose efectos 
como la división de la pluma, el afilado y la detención en función de la presión del 
aire. También se estudió el efecto del número de disparos láser sobre el volumen del 
cráter a diferentes presiones de aire ambiente. Todos estos estudios fueron realizados 
en colaboración con el Prof. Joaquín J. Camacho, de la UAM. 
 
• Además, se ha realizado un análisis resuelto en tiempo del plasma inducido por láser 
en muestras de músculo porcino en condiciones de vacío medio para la mejor 
comprensión del plasma. El plasma producido se formó usando un láser de Nd:YAG 
y se realizó una comparación con el láser de TEA-CO2 utilizado en el experimento 
anterior. Se determinaron tanto la temperatura vibracional como la densidad 
electrónica para diferentes tiempos de retraso del pulso láser. Además, como técnica 
complementaria, se empleó SEM-EDX para proporcionar información sobre la 
morfología, homogeneidad y composición elemental de la muestra. Todos estos 
estudios también fueron realizados en colaboración con el Prof. Joaquín J. Camacho, 
de la UAM. 
 
• Se ha empleado la técnica LIBS para el estudio de muestras de tejido óseo, con el fin 
de realizar estudios de estacionalidad en muestras dentales faunísticas. Se ha 
demostrado que existe cierta variabilidad dependiente de la estacionalidad, siendo el 
Mg II (279,55 nm) el elemento más representativo. Además, existen partes del diente 
más diagnósticas que otras. 
 
• Se ha empleado una metodología basada en LIBS y NN para realizar la correcta 
identificación y discriminación de restos óseos actuales procedentes de fauna. Se trata 
de un estudio preliminar antes de analizar muestras fósiles mineralizadas, puesto que 
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supone un grado más de dificultad con respecto a estudios previos realizados con 
huesos humanos, ya que los ciervos están tabulados y sólo tienen diferencias a nivel 
metabólico. Sin embargo, ha permitido el reagrupamiento de restos óseos actuales sin 
necesidad de realizar análisis de ADN, con el consiguiente ahorro de tiempo de 
análisis y costes asociados. A pesar de la complejidad de la matriz ósea, formada 
principalmente por calcio, magnesio y estroncio, la selección de sólo unas pocas 
señales en los espectros fue suficiente para discriminar a los individuos con alta 
precisión. Además, las condiciones ambientales, la dieta y la preservación de los 
restos no afectan a la sensibilidad/precisión de LIBS-NN y la destrucción de las 
muestras es mínima. 
 
• Se ha desarrollado y aplicado, por primera vez, una metodología que combina la 
espectroscopía de ablación láser con redes neuronales artificiales para realizar la 
correcta identificación de restos óseos de carácter arqueológico procedentes de la 
Garganta de Olduvai. La metodología LIBS-NN ha demostrado ser capaz de 
identificar y discriminar a cada individuo correctamente, incluso cuando las muestras 
óseas están mineralizadas. Dada la rapidez y precisión de los resultados de las 
mediciones obtenidas, esta metodología podría considerarse una técnica alternativa, 
sencilla y rentable para realizar estudios de reagrupamientos y discriminación de 
restos fósiles en yacimientos arqueológicos. 
 
El objetivo principal de esta tesis fue desarrollar una metodología basada en LIBS, 
suficientemente eficiente y robusta, para el análisis de muestras de carácter tanto geológico 
como arqueológico. Aunque es necesario seguir investigando en ambos campos para 
completar algunos retos, la técnica LIBS ha demostrado que puede utilizarse en todas las 
aplicaciones estudiadas para colaborar en estudios multidisciplinarios, con procedimientos 
experimentales simples, reduciendo significativamente el tiempo y el coste de los análisis 
actuales.  
La técnica LIBS ha demostrado su potencial para la reconstrucción de series 
paleoclimáticas, lo que permite la modelización de escenarios climáticos futuros y la 
adecuada adaptación a los efectos del cambio climático, así como al reconocimiento 
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temprano de perturbaciones ambientales relacionadas, lo que permitirá en última instancia, 
planificar políticas de adaptación al cambio climático. LIBS permite obtener numerosos 
análisis de relaciones elementales de una misma muestra, e incluso permite establecer mapas 
de distribución de elementos. Esta técnica ofrece varias ventajas: es rápida, multielemental, 
puede realizarse a presión atmosférica, posee resolución lateral en el intervalo de µm y es 
poco destructiva. Esta metodología logra una mejor comprensión de cómo los elementos se 
distribuyen en una muestra y, por tanto, la forma en que la precipitación y la temperatura 
afectan a la correlación entre los elementos y el crecimiento de estas muestras. 
Por otro lado, la técnica LIBS es algo novedoso en el campo de la arqueología a nivel 
de reagrupamiento de huesos, donde hasta ahora sólo podía conocerse el número mínimo de 
individuos en un yacimiento y la especie animal. Aunque se requieren análisis detallados 
adicionales con muestras arqueológicas de diferentes sitios de diferentes cronologías, se 
espera que esta metodología basada en LIBS-NN permita, de manera rápida y eficiente, 
reagrupar huesos de diferentes individuos fósiles en un yacimiento arqueológico. Esto podría 
ayudar a dilucidar la organización social de los homínidos, contribuyendo a arrojar más luz 
sobre el comportamiento de las sociedades humanas pasadas. Además, podría contribuir a 
reconocer la distribución de presas entre diferentes unidades familiares una vez desarticulada 
tras la caza, y diferenciar el comportamiento competitivo que describe a los carnívoros 
gregarios al acceder a una presa. 
Esta tesis me ha permitido adquirir los conocimientos y la experiencia necesarios para 
desarrollar metodologías de análisis basadas en espectroscopia de ablación láser y métodos 
quimiométricos. Además, también me ha permitido realizar análisis de carácter 
multidisciplinar, realizando estudios de problemas paleoclimáticos mediante el análisis de 
muestras geológicas, de degradación de tejidos y mecanismos post mortem, de dinámica del 
plasma y caracterización resuelta en tiempo del mismo para la optimización de parámetros, 
de estacionalidad con muestras dentales y de carácter arqueológico mediante el análisis de 
restos óseos de hasta 1,5 millones de años. Por otra parte, como se ha mostrado en los 
capítulos 6 y 5, este trabajo no es el final de una investigación, sino que se trata de la piedra 
fundamental de una línea o líneas de trabajo sobre la cual nuevas investigaciones continuarán 
construyendo el conocimiento iniciado durante el desarrollo de esta tesis.  
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Conclusions 
According to the main objective of this thesis, which is the development of an 
analytical methodology based on LIBS for the study geological and archaeological samples, 
taking into account the results obtained and the conclusions presented in each chapter, it can 
be extracted the following remarkable conclusions: 
• Paleoclimatic indicators (elemental ratios such as Mg/Ca and Sr/Ca) were obtained 
using LIBS technique, analysing the inter-annual stratigraphy of speleothems samples, in 
order to obtain patterns of paleoclimatic variability. The potential of LIBS technique for 
environmental research in the determination of climatic patterns has been demonstrated 
through repeatability and homogeneity tests. The LIBS technique has been shown to have 
significant advantages over other techniques, such as reduced analysis time and costs and, 
more importantly, minimal loss of geological material. 
• Large-scale multi-element images (megapixels) have also been developed using the 
LIBS technique in speleothems samples, with a high sensitivity with a single pulse, and 
reaching a lateral resolution of 15 μm, in order to perform higher precision paleoclimatic 
inter-annual analyses.  
• A methodology based on LIBS technique has been developed for the study of soft 
muscle tissue, with the aim of determining the post-mortem interval. Spectroscopic analysis 
using LIBS provided the possibility of monitoring post-mortem metabolic changes at the 
elemental level, without the storage conditions of the sample significantly affect the emission 
signal of each element. The results have found a significant correlation with the PMI of the 
elements in the tissue, such as Na, Hα, K, Mg, determining the spectral line of Hα for PMI 
determination to be more convenient, with a 7% error. 
• In order to optimize the performance of tissue analysis, both soft and bone, the 
characteristics of the technique have been thoroughly studied. For this purpose, it has been 
investigated the dynamics of the extension of the plume of the plasma by a pulsed CO2 laser 
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at 10,591 μm, at various pressures of ambient air, observing diverse effects such as the 
division of the plume, sharpening and detention as function of air pressure and the effect of 
the number of shots in the crater volume in different ambient air pressures. All these studies 
were carried out in collaboration with Prof. Joaquín J. Camacho, from the UAM. 
• A time-resolved analysis of the laser-induced plasma in swine muscle samples under 
medium vacuum conditions has also been performed for better understanding of the plasma. 
The plasma produced was formed with an Nd:YAG laser and a comparison was made with 
the TEA-CO2 laser used in the above experiment. Determination of the vibrational 
temperature and the electron density for different times of delay of the laser pulse. In addition, 
as a complementary technique, SEM-EDX was used to provide information on the 
morphology, homogeneity and elemental composition of the sample. All these studies were 
also carried out in collaboration with Prof. Joaquín J. Camacho, from the UAM. 
• The LIBS technique has been used for the study of bone tissue samples, in order to 
perform seasonal studies on faunal dental samples. It has been shown that there is some 
variability dependent on seasonality, with Mg II (279.55 nm) being the most representative 
element. In addition, there are parts of the teeth more diagnostic than others. 
• A methodology based on LIBS and NN was used to correctly identify and 
discriminate current bone remains from fauna. This is a preliminary study before analysing 
mineralized fossil samples, since it involves a greater degree of difficulty compared to 
previous studies with human bones, since deer are tabulated and only have differences in the 
metabolism. However, it has allowed the reassemble of current bone remains without the 
need of DNA analysis, with the consequent saving of analysis time and associated costs. 
Despite the complexity of the bone matrix, consisting mainly of calcium, magnesium and 
strontium, the selection of only a few signals in the spectra was sufficient to discriminate 
individuals with high precision. In addition, environmental conditions, diet and preservation 
of the remains do not affect the sensitivity/precision of LIBS-NN method and destruction of 
the samples is minimal. 
• A methodology that combines laser ablation spectroscopy with artificial neural 
networks has been developed and applied for the first time to correctly identify 
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archaeological bone remains from the Olduvai Gorge. The LIBS-NN methodology has been 
shown to be able to identify and discriminate each individual correctly, even when the bone 
samples are mineralized. Given the speed and precision of the results of the measurements 
obtained, this methodology could be considered an alternative technique, simple and reliable 
to carry out studies of reassembling and discrimination of fossil remains in archaeological 
sites. 
 
The main objective of this thesis was to develop a methodology based on LIBS, 
sufficiently efficient and robust, for the analysis of geological and archaeological samples. 
Although further research is needed in both fields to complete some challenges, the LIBS 
technique has shown that it can be used in all applications studied to collaborate in 
multidisciplinary studies with simple experimental procedures, significantly reducing the 
time and cost of current analyses. 
The LIBS technique has demonstrated its potential for the reconstruction of 
paleoclimatic series, allowing for the modelling of future climate scenarios and adequate 
adaptation to the effects of climate change, as well as the early recognition of related 
environmental disturbances, which will ultimately allow planning and adapting to climate 
change. LIBS allows to obtain numerous analyses of elementary ratios of the same sample, 
and even multielemental images. This technique offers several advantages: it is fast, 
multielemental, it can be realized at atmospheric pressure, it has lateral resolution in the 
interval of μm and it is minimum destructive. This methodology achieves a better 
understanding of how the elements are distributed in a sample and therefore the way in which 
precipitation and temperature affect the correlation between the elements and the growth of 
these samples. 
On the other hand, the LIBS technique is novel in archaeological field for 
reassembling bones, where until now only the minimum number of individuals in a site and 
the animal species could be known. Although additional detailed analyses are required with 
archaeological samples from different sites of different chronologies, it is expected that this 
methodology based on LIBS-NN will quickly and efficiently reassemble bones of different 
fossil individuals in an archaeological site. This may help elucidate the social organization 
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of hominids, contributing to shed more light on the behaviour of past human societies. In 
addition, it could help to recognize the distribution of prey between different households once 
disarticulated after hunting, and to differentiate the competitive behaviour that describes the 
gregarious carnivores when accessing a prey. 
This thesis has allowed me to acquire the necessary knowledge and experience to 
develop methodologies of analysis based on laser ablation spectroscopy and chemometric 
methods. In addition, it has also allowed me to perform multidisciplinary analyses, realizing 
paleoclimatic studies through the analysis of geological samples, tissue degradation and post 
mortem mechanisms, dynamics and time resolved characterization of the plasma for 
optimization of parameters, seasonality studies with faunal teeth samples and even the 
analysis of fossils remains of up to 1,5 million years.
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